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OZET

NICELIKSEL PCR ILE BIR INSAN DISKISI NUMUNESINDEN KOLOREKTAL
KANSERIN TESHIS EDILMESINE YONELIK YONTEM

Bir insan dlk[Chumunesinden kolorektal kanserin teshis edilmesine yoénelik yontem ve kit
olup, (a) PCR vasltaslyla, s6z konusu insan dlsklSLhumunesinde, secilen primerler kullan@rak
en az bir 165 rDNA bakteriyel sekansinl konsantrasyonunun belirlenmesini, (b) sekanslarnl
konsantrasyonlar ait oranlardan en az birinin belilenmesini ve (c) adm (a)'daki
sekanslardan en az birine ait konsantrasyondan ve/veya adlm (b)de elde edilen en az bir
oranlil dederinden kolorektal kanserin teghis edilmesini icermektedir. Bulus ayrich PRC

primerleri saglamaktad(rl
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ISTEMLER

1. Bir insan sujede kolorektal kanserin (CRC) gelisim riskinin belirlenmesine ydnelik bir

yontem olup, asaddakileri icermektedir:

i. s6z konusu sujeye ait bir dSkChumunesinden, SEKANS KIMLIK NUMARASI:1,
SEKANS KIMLIK NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10’dan olusan
listeden segilen en az bir 165 rDNA bakteriyel sekans(n/n nicemlenmesi;

ii. bir kontrol numunesindeki nicemleme seviyeleri ile (i)'deki suje numunesi
nicemleme seviyelerinin kivhslanmas[lve

iii. suje numunesi degerleri, s6z konusu kontrol numunesindeki degerlerden

sapti@lnda, sdz konusu insan sujede CRC gelisim riskinin belirlenmesi.

2. Bir insan sujede kolorektal kanserin (CRC) taranmashb yonelik bir ydntem olup,

asag[dakileri icermektedir:

i. s6z konusu sujeye ait bir diskChumunesinden, SEKANS KIMLIK NUMARASI:1,
SEKANS KIMLIK NUMARASI:4, SEKANS KIMLIK NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 10°dan olusan listeden secilen en az bir 165 rDNA bakteriyel
sekansmnlnl nicemlenmesi;

ii. bir kontrol numunesindeki nicemleme seviyeleri ile (i)'deki suje numunesi
nicemleme seviyelerinin kliyhslanmas[;lve

iii. s6z konusu insan sujede CRC'nin teshisi, erken tespiti veya yinelenmesinin
belirlenmesi veya suje numunesi dederlerinin sdz konusu kontrol numunesindeki
degerlerden sapmasCdurumunda s6z konusu insan sujede bir kolonoskopinin

gergeklestiriimesinin gerektiginin belirlenmesi.

3. SOz konusu yontemin, adlm (iYde, sz konusu bhakterivel sekanslarldl 2, 3 veya
tamam@Dn, tercihen tim s6z konusu bakteriyel sekanslari nicemlenmesini icerdidi,

istemler 1 veya 2’den herhangi birine gdre yontem.

4. Soz konusu bakteriyel sekanslardan en az ikisinin adm i)'de nicemlendigi ve s6z konusu
sekanslara ait nicemleme seviyelerinin oranlardan en az birinin belirlendigi, ayrich soz
konusu sujedeki s6z konusu oranlardan en az birinin, bir kontrol numunesindeki oran ile

klyhslanmaslCicerdidi, s6z konusu kontrol numunesinden bir oran sapmasiln, CRC'nin
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gostergesi oldugu, istemler 1 ila 3'ten herhangi birine gére yontem.

. S6z konusu bakteriyel sekanslaril nicemlenmesinden énce, DNA'nln} herhangi bir sekilde

numunenin fiziksel olarak bozuldugunu gosteren diskCInumunesinden oziitlendigi ve
DNA'n[ silika membran kolonlarClizerinde saflagtfId@Gl]istemler 1 ila 4ten herhangi

birine gbre yontem.

. S0z konusu bakteriyel sekanslar nicemlenmesinin, niceliksel PCR ile gerceklestirildigi,

istemler 1 ila 5ten herhangi birine gdre yéntem.

. Sekanslarl nicemleme seviyelerinin, dongl esik (Ct) degeri olarak ifade edildigi, istem

6'ya gore yontem.

. S50z konusu en az bir 165 rDNA nicemleme seviyesinin, sz konusu insan digsks[]

numunesinden niceliksel PCR ile belirlendidi ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:1 nicemleme
seviyelerinin, siAslyla SEKANS KIMLIK NUMARASI:2 ve 13 ile en az %90 8zdeslife sahip
primerler kullan@@rak beliflendigi; SEKANS KIMLIK NUMARASI:4 nicemleme seviyelerinin,
ssia SEKANS KIMLIK NUMARASI:S ve 6 ile en az %90 6zdeslie sahip primerler
kullan@@rak belirlendigi; SEKANS KIMLIK NUMARASI:7 nicemleme seviyelerinin, sltaslyla
SEKANS KIMLIK NUMARASI:8 ve 9 ile en az %90 dzdeslige sahip primerler kullanI3rak
belirlendigi; ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10 nicemleme seviyelerinin ise, sEasida
SEKANS KIMLIK NUMARASI:11 ve 12 ile en az %90 dzdeslige sahip primerler kullan@3rak
belirlendigi, istemler 1 ila 7'den herhangi birine gére yontem.

. SEKANS KIMLIK NUMARASI:1 seviyelerinin, SEKANS KIMLIK NUMARASI:2 ve 13

sekansMa sahip primerler kullan@@rak belirflendigi, SEKANS KIMLIK NUMARASI:4
seviyelerinin, SEKANS KIMLIK NUMARASI:5 ve 6 sekanslh sahip primerler kullan@rak
belirlendigi; SEKANS KIMLIK NUMARASI:7 seviyelerinin, SEKANS KIMLIK NUMARASI:8 ve
9 sekansa sahip primerler kullan@3rak belirlendigi; ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10
seviyelerinin ise SEKANS KIMLIK NUMARASI:11 ve 12 sekansfa sahip primerler

kullan@rak belirlendidi, istemler 1 ila 8'den herhangi birine gdre yontem.

10.50z konusu yontemin ayrich, CRC'nin gostergesi oldugu bilinen bir veya daha fazla

molekiiler biyoisaretginin tespit edilmesini ve/veya nicemlenmesini igerdidi, istemler 1 ila

9’dan herhangi birine gdre ytntem.
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11.56z konusu yontemin ayrich, yontem sonuglarinlnl bilgisayarda okunabilir bir ortamda

depolanmasnliterdigi, istemler 1 ila 10’dan herhangi birine gére yéntem.

12.istemler 1 ila 11'den herhangi birine ait yénteme gére, bir insan sujenin bir dgkO

numunesinden, CRC'nin teshis edilmesi, erkenden tespit edilmesi veya yinelenmesinin
belirlenmesi, CRC gelisimi  riskinin  belirlenmesi  veya bir  kolonoskopinin
gerceklestiriimesine gerek olup olmadIdlninl belirlenmesine yénelik bir kitin kullan(mCblup,
s6z konusu kit asagdakileri icermektedir:

a. sunlardan olusan gruptan segilen bir tepken:

i. SEKANS KIMLIK NUMARASI:1, SEKANS KIMLIK NUMARASI:4, SEKANS
KIMLIK NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK NUMARAST:10’dan olusan listeden
segilen en az bir 16S rDNA sekanslie spesifik clarak melezlenebilen niikleik
asit problar[veya

ii. SEKANS KIMLIK NUMARASI:1, SEKANS KIMLIK NUMARASI:4, SEKANS
KIMLIK NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10’dan olusan listeden
secilen en az bir 165 rDNA sekansmlkpesifik olarak codaltabilen bir cift

nikleik asit primeri; ve

b. bir insan dBkChumunesinden s6z konusu sekanslarol bir veya daha fazlasihb
ait seviyelerin nicemlenmesine yoénelik talimatlar.

13.(i)'deki séz konusu nukleik asit problarlnl veya (ii)deki nikleik asit primeri giftinin,

SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13, SEKANS KiMLIK
NUMARASI: 5, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 6, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 8, SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 9, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 11, ve SEKANS KIMLIK
NUMARASI:12'den olusan; veya bunlarla en az %90 Ozdeslige sahip olan gruptan
secildigi, istem 12'ye gore bir kitin kullanmJ
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TARIFNAME

NICELIKSEL PCR ILE BIR INSAN DISKISI NUMUNESINDEN KOLOREKTAL
KANSERIN TESHIS EDILMESINE YONELIK YONTEM

TEKNIK ALAN

Mevcut bulug, kolorektal kanserin (CRC) tespit edilmesi alanCile ilgilidir. Spesifik olarak,
diskldaki bir veya daha fazla 16S rDNA bakteriyel sekanshnl nicemlenmesine dayanarak bir
insan sujede CRC'nin erken teshisi, risk taramas¥e izlenmesine yénelik yéntemler ile ilgilidir.
Ayrlch, kolorektal kanserin biyoisaretgileri olarak s6z konusu bakteriyel sekanslarbl kullanmh]

ile ilgilidir.

ONCEKI TEKNiK

Kolorektal kanser (CRC), Avrupa ve Birlesik Devletler'de ikinci en blylk kanser kaynakI[&lim
sebebidir ve 2008 ylhAda 400,000in (izerinde yeni vaka ve 200,000 olim ile birlikte
Avrupa’da en sKlteshis konulan kanserdir. Bu veriler, dnleyici nlemlerin allfimas[gerektigini
yans[tmaktad(rl

CRC insidansC¥e mortalitesinin azaltIthasib yénelik enetkili ve ekonomik énlem, CRC riski
tarama ve izleme testleridir. Tarama testleri, kanseri dncelikli olarak erkenden tespit edenler;
ve kanseri erkenden tespit edebilenler ve ayrich adenomatdz polipleri de tespit edebilenler
olmak Uzere gruplara ayrlaktadl] boylelikle polipektomi (yani, poliplerin ¢kbrlthas
vasltaslyla 6nlemeye yonelik daha blylk bir potansiyel saglanmaktadk) baknlzl American
Cancer Society (ACS) 2008 tarama ve gdzetim kldvuzlarJLevin ve meslektaslar[J(CA Cancer
J Clinicians, 2008;58(3)130-160). Farkllfarama kldvuzlar[Jortalama riske sahip insanlarda ve
artan riske veya yuksek riske sahip insanlarda uygulanmaktadlrl

{http://www.cancer.org/cancer/colonandrectumcancer/moreinformation/colonandrectumcanc

erearlydetection/colorec-tal-cancer-early-detection-acs-recommendations).

Glniimizde, birincil olarak CRC'yi tespit eden testler disk[Xestleridir, bunlar, yandakileri
kapsamaktad(td i) disk[kan testleri: digk[gizli kan testi ("FOBT"} ve dlgkCmmdiinokimya testi
("FIT"); ve i) gaita DNA  ("sDNA")  testi  (bakmhlz] http://www.can-

cer.org/cancer/colonandrectumcancer/moreinformation/colonandrectumcance
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rearlydetection/colorectal-cancer-early-detection-screening-tests-used).

i) DIsk[db Kan Testleri

Hem FOBT hem de FIT, dk[Chumunesindeki kan miktarfiCtespit ederek CRC'ye yodnelik
tarama vyapmaktadltl Testler, neoplastik dokunun, o©zellikle malignan dokunun, tipik
mukozadan daha fazla kanad(dl]kanama miktarln polip boyutu ve kanser asamaslClle
birlikte arttid] dnermesine dayanmaktadlr] Aralkl( kanamadan dolayd coklu test
Onerilmektedir. DSk[kan testleri, alt kolonda erken asama timoérlerinden bazldrnTespit
edebilmekteyken, (i) Ust kolonda CRC'i tespit edememektedir, zira herhangi bir kan
metabolize edilecektir vefveya ii) daha kiglk adenomatéz polipleri tespit edememektedir,
boylelikle yanllsl negatifler (lretmektedir. Hemoroid, fistr, infalamatuvar rahatszklar
(llseratif kolit, Crohn hastalldly bulaslclhastallklar, hatta uzun mesafe kosusundan bile
kaynaklColan hehrangi bri gastro-intestinal kanama, yanl&l pozitifler (retecektir {(Beg ve
meslektaglarl] J Indian AcadClin Med, 2002;3(2)153-158). Mevcut ACS kldvuzlar[{Levin ve
meslektaslar[JCA Cancer ] Clinicians, 2008;58(3)130-160), gayak-bazl[ sk bizli kan testi
{gFOBT) kullanl@rak, 50 yashdaki veya daha yaslColan ortalama riske sahip eriskinlere
yonelik senelik tarama dnermektedir. FOBT, Avrupa Birligi'nde 6nerilen tek testtir (Segnan N.
ve meslektaslar] 2010, European guidelines for quality assurance in colorectal cancer
screening and diagnosis. Luxembourg: Office for Official Publications of the European
Communities). Her iki kldvuz da, herhangi bir pozitif FOBT testini kolonoskopinin takip

etmesini dnermekedir.

i) Gaita DNA ("sDNA") Testi

sDNA testi, bir gaita numunesinden cesitli DNA isaretcilerini élgmektedir. Exact Sciences
Corp. (Madison, WI)'da mevcut olan sDNA testi Cologuard™, K-ras, APC, ve P53 genlerinde
ayrChokta mutasyonlarmlIBAT-26"va yonelik bir probu; DNA butiinligine {(DIA) yonelik bir
isaretciyi; ve vimentin geninin metilasyonunu iceren bir ¢oklu isaretci panelini élgmektedir
{Levin ve meslektaglar(1CA Cancer ] Ciinicians,2008;58(3}130-160). Baz[k[@vuzlar sDNA
testini Onerirken, diger k@vuzlar ise daha muhafazakardld ve bunu onermemektedir. Bir
callshhada, sDNA testinin bir versivonu FOBT'den Ustiindl, ancak ilerlemis adenomalar(ol
yalnlzta %15'ini tespit etmisti (Imperiale ve meslektaglarl] N Engl J Med, 2004;351:2704-
2714).
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Adenomatdz polipleri ve kanseri tespit edebildigi ACS kl@vuzlarbda belirtilen testler, sunlarO
iceren yaplsal testlerdir: (i) kolonoskoi, (ii) esnek sigmoidoskopi ("FSIG"), (iii) cift-kontrastlC]
baryum lavmanU("DCBE”) ve (iv) CT kolonografi ("CTC”, sanal kolonoskopi). Tim bu
yontemler, hastan(nl baglrsaklarilnl temizlenmesini ve gorsellestirmeye yardmcblmasgin
kolon icerisinde hava pompalanmashlgerektirmektedir. Mevcut kldvuzlar; kaynaklar@l
mevcut olmas[Ve hastalarl bir invaziv teste girmeye istekli olmasCHurumunda, hem erken
kanseri ve hem de adenomatdz polipleri tespit etmesi igin tasarlanan testlerin kullan [oh o]

tesvik etmektedir.

Bir kolonoskopi, tim mukozal ekstraksiyon biyopsilerinin dogrudan incelenmesini ve tek
seferde kolon ve rektum poliplerinin rezeksiyonunu mimkin kldn bir invaziv tekniktir. Bu,
kolorektal kanserin prognozunu gelistirmekle kalmamakta, aynJzamanda hastall@]da
onlemektedir. Ancak bu teknik ile iliskilendirilen ana dezavantajlar sunlard(d egitimli personel
gerektirdidi icin ylksek maliyet, anestezi ile iliskili 6lim riski ve intestinal perforasyon riski
{Garborg K. ve meslektaslar[JAnn Oncol., 2013;24(8):1963-72).

Deneylimli bir profesyonelin gerceklestirdidi kolonaskopi %100 hassasttlve %100 spesifiktir,

ancak kolonoskopinin  riski ve maliyetinden dolayl] kolonoskopiden once, yukarlda

bahsedildigi tzere, onemli sayldbki yanlsl pozitif sonuca, dolaysSlyla esit sayldbaki gereksiz

kolonoskopive yol acan, diskldh kan tespitine yonelik yukarlda bahsi gecen disklestleri, yani

gFOBT veya FIT gibi invaziv olmayan testler kullanlldrak, bir risk popiilasyonu taramasninl

gerceklestiriimesi gerekmektedir. Bu, etkili bir noninvaziv CRC tarama aletine yonelik ihtiyacd
yansltinaktadlr]l Etkili bir CRC tarama aletinin bu eksiklidi, kolonoskopiye yonelik uzun

bekleme listeleri (> 6 hafta) ve yanllyonlendirilen kolonoskopilere ayrl@dn yliksek miktardaki

ekonomik kaynaklar ile sonuglanmaktadlcl Bu durum, hem kamu sadligChem de &zel saglkl

iin ciddi bir harcamaya isaret etmektedir ve sistemin saturasyonu ile sonuglanmaktadle]
{Allison J. ve meslektaslar[Practical Gastroenterology, 2007, 3: 21-32).

DolaySKda, CRC'nin ve/veya adenomatdz poliplerin erken tespitine ve izlenmesine yo&nelik
gercek yoéntemlerin  hassas, invaziv ve/veya uygun maliyetli olmasO bakmbdan bir

gelistirmeye ihtivag vard[cl

CRC'lerin %5’inden azlnl kalf$al olmasCive gogunlugunun ise sporadik olmasld kolonik
neoplazma dair hicbir kisisel veya aile gegmisi olmayan hastalarda teshis edilmesi goz dniine
allnd@inda CRC'nin genetik temeli ve dodal gecmisi iyi tanmlanmstE] Bu hastalInl etiyolojisi
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hala bilinmemektedir, ancak timd&r gelisimine endojen ve eksojen faktdrlerin aktif olarak
dahil oldlugu bir ¢ok faktorli kaynaktan suphelenilmektedir. Bu faktorler sunlardid yas,
tiitlin, inflamatuvar bagl3ak hastalldlnd dair kisisel gegmis, beslenme, yasam tarz[ve
mikrobiyota.

Son zamanlarda, CRC hastalarllnl kolonik mukozasibdaki bakteriyel komunitelerin saglklO
bireylerden farklColdugu gosterilmistir ve intestinal mikrobiyotaninl, CRC'nin asamalar(byunca
gelisimi ve ilerlemesinde belirleyici bir ajan olarak ©6ne sdridlmagtir (Chen W ve
meslektaglar] PLoS One, 2012;7(6):e39743; Zhu Q ve meslektaslarlJTumour Biol.,
2013;34(3):1285-300; Ahn J ve meslektaslar[] J Natl Cancer Inst., 2013;105(24):1907-11;
Na wu ve meslektaglar[] Microbial ecology, 2013;66(2):462-470).

W02012/170478 numaralCdokiiman, bir bakteriyel imza kullanarak adenomlar@l ve kolorektal
kanserin tespit edilmesine yonelik yontemler ile ilgilidir. Mukozal biyopsilerden yaplskan
bakteriyel kominitelerin karakterize edilmesi igin 16rRNA geni pirosekanslamas]
gergeklestirilmistir. Adenoma ve adenoma olmayan sujeler arasidaki géreli bolluklar
hesaplanmisl olup, adenomalarldg elisiminin, baglk$ak mukozasibda mevcut olan cesitli
bakteriyel taksonlariil géreli bollugundaki degisimler ile iligkili oldugu ¢KarmCyaplmistir]
Spesifik olarak, 16S rRNA geninin (16sDNA) gPCR nicemlemesi vasaslyla adenomalara sahip
veya bunlara sahip olmayan sujelerin normal rektal mukozasinta Fusobacteriumnucleatum
bollugu belirlenmis olup, bollugun, kontrollere kiyhsla adenoma vakalarinda daha yiiksek
oldudu ¢Karm¥aplhBtr] S6z konusu verilere gore, kolorektal karsingjenezin biyoisaretgisi

olarak F.nucleatum kullanoh[Bnerilmektedir.

AsamalarCboyunca CRC'nin gelisimi ve evriminde bir ajan olarak bag$ak mikrobiyotashinl
Onemi, ayrlch, mukozal niyopsi numunelerinde bulus sahiplerinden biri tarafiodan
gerceklestirilen bir arastlcinada dogrulanmisl olup, bu, kolorektal kansere sahip hastalarda
firmikttler, aktinobakteriler ve Escherichia colinin ve saglKlOsujelerde Faecalibacterium
prausnitzinin bollugunun iliskisini gdstermektedir (Mas de Xaxars T., 2012, Diposit legal: GI.
1664-2012, http://hdl.han-dle.net/10803/94513).

Bununla birlikte, mukozal biyopsilerde ve dskChumunelerinde mikrobiyota bilesimi arasita
farklKlar@ oldugu da teknikte iyi bilinmektedir. Lepage ve meslektaglar[{Inflamm Bowel
Dis., 2005;11(5):473-80), belirli bir bireyde, dominant tirlerin, mukoza ile iligkili ve disk[]
mikrobiyotas[Jarasinda farkIIKl gosterdigini sergilemektedir. Benzer sekilde, Eckburg ve
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meslektaslar(Science, 2005;308(5728): 1635-1638), mukozal ve dikOnumunelerinde
bulunan filogenetik soylar arasda istatistik olarak anlamlFarkllklarCrapor etmekte olup,
diskImikrobiyotasln, dokiilen mukozal bakteriler ve ayr[] yaplskan olmayan luminal

popiilasyonun bir kombinasyonunu temsil ettigini varsaymaktadlr]

Nechvatal ve meslektaslar(1(J Microbiol Methods., 2008;72(2):124-32), dik[IDNA’s[Oln]
intestinal bakterilerin ve inssan kanser isaretgilerinin epidemiyolojik olarak callslithas[]
bak@Ddan bir kaynak olarak kullan@@bildigini gostermislerdir. Ozellikle, insan dskERdan
DNA dztiilerindeki bakteriyel ve insan sekanslar@inl gergek-zamanlChiceliksel PCR vasEasiyla
nicemlenmesini ac¢klamaktadlrl Balamurugan ve emslektaslar(d(] GastroenterolHepatol.,
2008;23:1298-303), kolorektal aknsere sahip hastalarlnl diskldrinda, koruyucu etkiye sahip
olduklarCI{yani bitirat-lreten bakteriler olan Eubacterium rectale ve Faecalibacterium
prausnitzi) veya toksik veya karsinojenik olduklarO(yani Desuffovibrio (sllfaindirgeyici
bakteriler) ve Enterococcus faecaells (hiicre disL$uperoksit reten) metabolizma Griinleri ile
spesifik bakterilerin gercek-zamanl[hiceliksel PCR vasfaslyla nicemlenmesini agklamaktadlrl
Bununla birlikte, ikisi de, CRC'ye ydnelik biyoisaretciler olarak bu tiir bakteriyel sekanslar(nl

teshis veya tahmin degderinin belirlenmesi bakm dan sessizdir.

US2014/0024036 numarallCHokiimanda, Wang ve meslektaslar[1CRC tespitine yénelik bir
yontem aclklamakta olup, bu, CRC hastalarOve kontrollerin insan disk[@ridkdan gPCR
vasifdalyla F.rucleatum (FNN)Ynin nusG geninin nicemlenmesini, %57 dederindeki bir

duyarllKlve %89.5 dederindeki bir &zgllliik ile birlikte CRC'nin tespit edilmesini icermektedir.

Hassan Brim ve meslektaslarPLoS ONE, 8(12), e81352), 165 rRNA geni mikrodizi teknolojisi

ve pirosekanslama kullanl@rak, kolon poliplerine sahip hastalar ve saglklCbireylere ait disk[d
numunelerinde bakteriyel sekanslarl taksonomik olarak profillenmesine isaret etmektedir.

Kolon poliplerinin - mevcudiyetinin, malignant ilerlemenin  %10'u ile iligkili oldugu

stylenmektedir. Iki grup arasda, cins seviyesinde, mikrobiyota bilesiminde hicbir fark rapor

edilmemistir. Alt-cins seviyesinde, Bakteroidler grubundan bakterilerin, polip hastalarninl

numunelerinde dominant oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, metagenomik analiz; analiz

ve kiyhslamalar mevcut olan Bakteroid genomlarOle kisEandidinda bile, iki grup arasda

bakteriyel gen prevalans(/bolluklar arasida 6énemli farklklar agldh ¢khrmamisticl

DikIdrda CRC'ye yonelik DNA biyoisaretcilerinin tespitine ve/veya nicemlenmesine yoneik

yontemler agklanmlslolsa da, diskChumunelerinden, bir insan dujede, CRC'nin erken teshisi,
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risk taramasde hasta izlemesine ydnelik glvenilir yéntemlere hala ihtiyac vardldl Bu tiir bir
yontemin kullanlabilirligi, erken tespit vasfasila CRC'nin etkili bir sekilde dnlenmesini ve
ginimizde, CRC tespitine ydnelik mevcut standart tarama yéntemleri olan FOBT ve FIT
testlerinin  diisik dogrulugundan dolayl[] CRC'si oldugundan siiphelenilen bireylerde
gerektiginden fazla gergeklestirilen, kolonoskopiler gibi gereksiz yaplsal inceleme testlerinin
say(slnlnl azaltIhasmiCntGmkdn kldbilmektedir.

BULUSUN KISA ACIKLAMASI

Bulusun birinci yond, bir insan sujede kolorektal kanseri {(CRC) gelisimi riskinin belirlenmesine
yonelik bir yontem ile ilgili olup, bu, asagldakileri icermektedir:

i. 56z konusu sujeye ait bir dGkChumunesinden, SEKANS KIMLIK NUMARASI:1, SEKANS
KIMLIK NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10’dan olusan listeden secilen en az
bir 165 rDNA bakteriyel sekanslnl nicemlenmesi;

ii. bir kontrol numunesindeki nicemleme seviyeleri ile (i)'deki suje numunesi nicemleme
seviyelerinin kighslanmas[lve

iii. suje numunesi degerleri, sdz konusu kontrol numunesindeki dederlerden saptidinda,
sz konusu insan sujede CRC gelisim riskinin belirlenmesi.

Bir ikinci ydnde, bulus, bir insan sujede kolorektal kanserin (CRC) tarasnmasinb ydnelik bir

yontem ile ilgili olup, bu, asag(dakileri igermektedir:

i. sdz konusu sujeye ait bir dGkChumunesinden, SEKANS KIMLIK NUMARASI:1, SEKANS
KIMLIK NUMARASI:4, SEKANS KIMLIK NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK
NUMARAST:10'dan olusan listeden secilen en az bir 16S rDNA bakteriyel sekanslnl
nicemlenmesi;

ii. bir kontrol numunesindeki nicemleme seviveleri ile (i)’deki suje numunesi nicemleme
seviyelerinin kiyhslanmas[lve

iii. s6z konusu insan sujede CRC'nin teghisi, erken tespiti veya yinelenmesinin belirlenmesi
veya suje numunesi dederlerinin s6z konusu kontrol numunesindeki degerlerden sagmas]
durumunda s6z konusu insan sujede bir kolonoskopinin gerceklestiriimesi gerekliliginin

belirlenmesi.

Bir Uciincii yonde, bulug, Istemler 1 ila 11’den herhangi birine ait ydnteme gére, bir insan
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sujenin bir diskOnumunesinden, CRC'nin teshis edilmesi, erkenden tespit edilmesi veya
yinelenmesinin belilenmesi, CRC gelisimi riskinin belirlenmesi veya CRC igin tahminde
bulunumas] veya bir kolonoskopinin gergeklestiriimesine gerek olup olmad(@lninl
belrilenmesine yoénelik bir kitin kullanmile ilgili olup, stz konusu kit asadldakileri

icermektedir:

a.sunlardan olusan gruptan segcilen bir tepken:

i. SEKANS KIMLIK NUMARASI:1, SEKANS KIMLIK NUMAASI:4, SEKANS KIMLIK
NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10'dan olusan listeden secilen en az bir
16S rDNA Sekans(lile spesifik olarak melezlenebilen nikleik asit problarlveya

ii. SEKANS KIMLIK NUMARASI:1, SEKANS KIMLIK NUMAASI:4, SEKANS KIMLIK
NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10'dan olusan listeden secilen en az bir
16S rDNA sekans[nl 3pesifik oalrak gogaltabilen bir ift niikleik asit primeri; ve

b. bir insan dikChumunesinden sdz konusu sekanslar bir veya daha fazlasha ait

seviyelerin nicemlenmesine yonelik talimatlar.

SEKILLERIN KISA ACIKLAMASI

Asagdaki semboller, asagdaki anlamlara gelecek sekilde sekiller 1 ila 7'de kullanThaktad(

- ¥ jstatistik anlamI BN p= 0.05 oldugu anlamth gelmektedir

- ¥ jstatistik anlaml [ p= 0.01 oldugu anlamnhb gelmektedir

- ¥k jstatistik anlamlT§nl p= 0.005 oldugu anlambb gelmektedir

- Sekiller 8 ila 26'da, istatistik anlamlIKl * ile gosterilemktedir ve p-dederi ilgili tablolarda
bulunmaktadlrl

Sekil 1. 2 sekansa yonelik Ct dederlerinin oran[SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10/SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 4. CRC, kolorektal kanseri hastalarma ait d5kChumunelerinden elde
edilen degerleri temsil etmektedir ve C ise, saglklChastalaradn elde edilen kontrol

degerlerini temsil etmektedir.

Sekil 2. 2 sekansa yonelik Ct dederlerinin oranJSEKANS KIMLIK NUMARASI: 7/SEKANS
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KIMLIK NUMARASI: 4. CRC, kolorektal kanseri hastalar@a ait dSkChumunelerinden elde
edilen degerleri temsil etmektedir ve C ise, saglklChastalaradn elde edilen kontrol

degerlerini temsil etmektedir.

Sekil 3. 2 sekansa yonelik Ct dederlerinin oranZISEKANS KIMLIK NUMARASI: 4/SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 1. CRC, kolorektal kanseri hastalarMa ait dSkChumunelerinden elde
edilen degerleri temsil etmektedir ve C ise, saglkl[hastalaradn elde edilen kontrol

degerlerini temsil etmektedir.

Sekil 4. SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 sekans@Eh yonelik mutlak Ct dederleri. CRC,
kolorektal kanseri hastalarloh ait dlskCOnumunelerinden elde edilen degerleri temsil

etmektedir ve C ise, saglkl[hastalaradn elde edilen kontrol degerlerini temsil etmektedir.

Sekil 5. SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7 sekansia yonelik mutlak Ct dederleri. CRC,
kolorektal kanseri hastalarb ait diskCnumunelerinden elde edilen degerleri temsil

etmektedir ve C ise, saglklhastalaradn elde edilen kontrol degerlerini temsil etmektedir.

Sekil 6. 2 sekansa ydnelik Ct dederlerinin oran[ISEKANS KIMLIK NUMARASI: 4/ SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 1. CRC, kolorektal kanserine ait dBkChnumunesinden elde edilen
degerleri temsil etmektedir, Yiksek Risk, son kolonoskopisinde polipleri olan ve kolorektal
kanser gelisimine ydnelik artan bir riske sahip, Lynch sendromu olan bireylerden elde
edilen dederleri temsil etmektedir, Diisiik Risk, son kolonoskopisinde polipi olmayan,
Lynch sendromuna sahip bireylerden elde edilen dederleri temsil etmektedir.

Sekil 7. SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 sekanshh ydnelik mutlak Ct degerleri. CRC,
kolorektal kanserine ait diSkCInumunesinden elde edilen dederleri temsil etmektedir,
Yiksek Risk, son kolonoskopisinde polipleri olan ve kolorektal kanser gelisimine yonelik
artan bir riske sahip, Lynch sendromu olan bireylerden elde edilen degerleri temsil
etmektedir, Diisik Risk, son kolonoskopisinde polipi olmayan, Lynch sendromuna sahip

bireylerden elde edilen degerleri temsil etmektedir.

Sekil 8. B3 cogaltmashl yonelik primerlerin dogrulanmasd Codaltma grafikleri (8a) ve
ayrlsha egrisi (8b).

Sekil 9. B1¢ ¢odaltmasl yonelik primerlerin dodrulanmaslCodaltma grafikleri (9a) ve
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ayrlsima edrisi (9b).

Sekil 10. B41 gogaltmasnk yonelik primerlerin dogrulanmasJCodaltma grafikleri (10a} ve
ayrlsia egrisi (10b).

Sekil 11. B46 cogaltmasig yonelik primerlerin dogrulanmasdCodaltma grafikleri (11a) ve
ayrlsa egrisi (11b).

Sekil 12. B48 ¢odaltmasink yonelik primerlerin dogrulanmasdCodaltma grafikleri (12a) ve
ayrisina edrisi (12b).

Sekil 13. B50 gogaltmasink yonelik primerlerin dogrulanmasdCogaltma grafikleri (13a} ve
ayrsia edrisi (13b).

Sekil 14. CRC ve C gruplarida B3'e yonelik mutlak Ct degerleri.

Sekil 15. CRC ve C gruplarinda B48’e yonelik mutlak Ct degerleri.

Sekil 16. CRC ve C gruplariida B10'a yonelik mutlak Ct degerleri.

Sekil 17. CRC ve C gruplarinda B46'ya yonelik mutlak Ct degerleri.

Sekil 18. CRC, L ve C gruplarinda B3'e yonelik mutlak Ct degerleri:

Sekil 19. CRC, L ve C gruplarinda B48'e yonelik mutlak Ct dederleri:

Sekil 20. CRC, L ve C gruplariida B1Q'a yonelik mutlak Ct dederleri:

Sekil 21. CRC, L ve C gruplarinda B46'ya yonelik mutlak Ct dederleri:

Sekil 22. CRC+L'ye kars['de B3, B10, B46 ve B48’ yonelik mutlak Ct degerleri.

Sekil 23: CRC, Yiiksek Risk L, Diisiik Risk L ve C gruplariida mutlak Ct degerlerinin
B48/B10 oran(]
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Sekil 24: CRC, Yuksek Risk L, Distik Risk L ve C gruplarbda mutlak Ct degerlerinin
B3/B10 oran(d

Sekil 25: CRC, Yiksek Risk L, Distik Risk L ve C gruplariida mutlak Ct degerlerinin
B46/B10 oranl]

Sekil 26: CRC, Yiksek Risk L, Disiik Risk L ve C gruplarlbda mutlak Ct degerlerinin
B3/B48 oranll

Sekil 27: SaglKlfyh kars[TRC analizinde B3, B10, B46 ve B48'e yonelik ROC egrileri.

Sekil 28: Saglkllyd kars[lynch analizinde B3, B10, B46 ve B48'e yonelik ROC egrileri.

Sekil 29: Saglkllyh karsCICRC + Lynch analizinde B3, B10, B46 ve B48’e yodnelik ROC
egrileri. Sekil 30: CRC'yve kargsClynch analizinde B3, B10, B46 ve B48’e ydnelik ROC

egrileri.

AYRINTILI ACIKLAMA

Mevcut bulusta, CRC ve/veya adenomatdz polipler teshisi, erken tespiti, risk taramaslve

izlenmesi ile iligkilendirilen spesifik bakteriyel sekanslar tanmlanm 5t ]

Bulusun birinci yoni, bir insan sujede kolorektal kanserin (CRC) ve/veya adenomattz

poliplerin taranmasa yonelik bir yontem ile ilgili olup, bu, asagdikileri icermektedir:

i. $6z konusu sujeye ait bir dSkChumunesinden, SEKANS KIMLIK NUMARASI:1, SEKANS
KIMLIK NUMARASI:4, SEKANS KIMLIK NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10
veya bunun bir tamamlay[c[#RNA sekansbdan olusan listeden segilen en az bir 16S rDNA
bakteriyel sekans[@lnl nicemlenmesi; ve

ii. bir insan sujede CRC vefveya poliplere yonelik teshis, erken tespit, yineleme
belirlemesi, gelisim riski belirlemesi veya tahmin; veya s0z konusu insan sujede
kolonoskopinin gerceklestirilig gerceklestiriimeyecedinin belirlenmesi; veya prognozun
belirlenmesi, burada s6z konusu insan suje, CRC vefveya polip teshisi koyulan bir
hastadlr] veya stz konusu sekanslardan en az birinin nicemleme seviyelerinden, CRC

ve/veya poliplere sahip bir hastada bir terapinin yénlendirilmesi.
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Mevcut basvuruda, SEKANS KIMLIK NUMARASI:1 ile tanMlanan sekans ayrich “B3” olarak
tanMlanmaktadE] Benzer sekilde, SEKANS KIMLIK NUMARASI:4, ayrich “B10” olarak
tan[mlanmaktad] SEKANS KIMLIK NUMARASI:7 ayrlch “B46” olarak tanmlanmaktadur ve
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10 ise ayrica “B48” olarak tanlanmaktadElbu isimler degdisimli
olarak kullanlthaktadlr]l B3, B10, B46 ve B48, mevcut bulusa ulasltasClgin yaplan tim
deneylerin gerceklestiriimesi slkaslhida sekanslarml tanmlanmasllicin mevcut basvurunun
sahipleri taraffdan kullanIBn isimlerdir. SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1, 4, 7 ve 10 ile
tanmilanan sekanslar, yandaki erisim numaralarClaltibda, EMBL-EBI kamusal sekans veri
tabanfda mevcuttur: GQ411111.1 (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1), GQ411118.1 (SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 4), GQ411150.1 (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7), GQ411152.1 (SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 10).

B3, B10, B46 ve B48 sekanslar[] dnceden, kiiltlirsiiz bakteri izolatlarikdan izole edilen
denatliran gradyan jel elektroforez (DGGE) jel bantlarlbb karslkl gelmektedir. BLAST

analizleri, karslIklgelen bakteriyel tiirlerin tanmlanmaslamaclyla gerceklestirilmistir:

B3 16S rDNA igin en iyi eslesen BLAST: Coflinsella aerofaciens;

B10 16S rDNA icin en iyi eslesen BLAST: Faecalibacterium prausnilzif;

B46 165 rDNA icin en iyi eslesen BLAST: Faecalibacterium prausnitzii, Subdoligranulum
variabil;

B48 16S rDNA icin en iyi eslesen BLAST: Rumminococcus, Roseburia, Coprococcus.

Burada kullanlddl{izere, “kolorektal kanser” veya “CCR" veya “"CRC" terimi, kolonda veya
rektumda baslayan kanser icin kullanlmaktadlr]l Bu kanserler, nerede basladidina bagl[]
olarak, ayrChyrCkolon kanseri veya rektal kanser olarak da adlanddbilmektedir. Kolon

kanseri veya rektal kanser ortak bircok dzellige sahiptir.

ACS've gore, cesitli kanser tipleri, kolonda veya rektumda baglayabilmektedir. Kolorektal
kanserlerin %95'inden fazlas[Jadenokarsinomlar olarak bilinen kanser tipidir. Bu kanserler,
kolonun veya rektumun icerisinde mukusun kaymashiC$aglayan bezler olusturan hiicrelerde
baslamaktad [l Timorlerin diger, daha az yayglal olan tipleri ayrich kolonda veya rektumda da
baslayabilmektedir. Bunlar yandakileri kapsamaktadl karsinoid tiimdrler, gastrointestinal

stromal timorler (GIST'ler), lenfomalar ve sarkemalar.
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Kanser taramashinl amaclJileri seviyedeki hastalldnl insidansitaki azalma ile dlimlalagin
azaltlas(dlr] Bu amacla, modern CRC taramas[lerken-asamallChdenokarsinomalarnl tespit
edilmesi ve adenomatdz poliplerin tespit edilmesi ve clkbrihasllvasitadsila bu amaca
ulasabilmekte olup, sonraki, genel olarak zorunlu olmayan Oncil lezyonlar olarak kabul

edilmektedir.

Bir “adenomat®z polip”, kolon gibi bir organinl i zarlbda anormal bezel hicrelerin kanserli
olmayan sekilde blyiimesidir. Ornedin, kolonda biyiiyebilen (¢ tip adenomatéz polip,
borumsu, viléz, ve tlberoviléz adenomlardE] Adenomatdz polipler, 50 yashl Uzerindeki
yetiskinlerde yayghdlr] ancak poliplerin gogu, adenokarsinoma donismemektedir; hidtoloji

ve bliylit, bunlarl klinik dnemlini belirlemektedir.

ACS'ye gore, hem polipleri hem de kanseri bulma sans[&n iyi olan testler tercih edilmektedir,
poliplerinin  bulunmasUve alllmasUlise baz[linsanlarClkolorektal kansere yakalanmaktan
kurtarmaktadlrl Tercihen, bulusa ait yontem, CRC ve adenomattz poliplerin taranmashi

yonelik bir ydntemdir.

Belirli bir yapl@ndada, bulusa ait ydéntem, CRC ve/veya adenomatdz poliplerin teshisine
veya tespitine yonelik, tercihen CRC ve/veya adenomattz poliplerin erken tespitine yonelik
bir tarama ydntemidir. “Erken tespit” ifadesi, klinik gdstergelerin mevcudiyetinden 6nceki
tespite isaret etmektedir. "Tespit” ve “teshis” terimleri, mevcut tarifnamede degisimli olarak
kullanhaktad[r] Bulusa ait yontemin, bir erken asama hastallkl teshisi ile kolorektal kanserin

onlenmesi icin etkili bir arac oldugu bulunmustur.

Belirli bir yapI@dndlrinada, buluga ait tarama ydntemi, 50 yasltaki veya daha yaslCSujelerde
gergeklestiriimektedir. 50 yasdaki veya daha yasl[blan ortalama riske sahip kadblar ve
erkekler, kolorektal kanseri tarama testlerini takip etmeleri icin desteklenmektedir (baknlz)
Levin ve meslektaslarl] CA Cancer ] Clinicians, 2008;58(3)130-160 referanshiaki Tablo 2).

Bir baska yaplandlmnada, bulusa ait tarama yontemi, artan riske ve/veya yliksek riske sahip
sujelerde gerceklestiriimektedir. Spesifik kldvuzlar, artan riske veya yliksek riske sahip

hastalara yoneliktir.

ACS'ye gore (baklnlz] Levin ve meslektaslar[JCA Cancer ] Clinicians, 2008;58(3)130-160
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referansiidaki Tablo 3, artan riske veya vyliksek riske sahip sujeler asaddbkileri

kapsamaktadiri

Artan risk

- onceki kolonoskopide polip gegmisine sahip olan sujeler;
- kolorektal kanser gegmisine sahip olan sujeler; ve

- kolorektal kanser veya adenomatdz poliplere y6nelik aile gegmisi olan sujeler.

Yiiksek risk

- genetik testler ile teshis edilen ailevi adenomattz polipozise (FAP) veya genetik test
olmaksEZnl sliphelenilen FAPa sahip sujeler;

- genetik test olmadan aile ge¢misine dayanarak, kalffdal, polipozis olmayan kolon
kanserine sahip (HNPCC veya Lynch sendromu) veya artan HNPCC riskine sahip sujeler;
ve

- kronik ilseratif kolit veya Crohn hastall§hibi, Inflamatuvar bagSak hastaliia sahip

sujeler.

Mevcut bulusun bir amacdbir 6n-teshis arachlnl saglanmas(dlrl Spesifik olarak, mevcut bulus,
egilimi olan veya CRC vefveya adenomatéz polip gelistirme riski olan sujelerin tanmlanmas]
vasftaslyla, klinik gostergelere sahip olmadan dnce kolorektal kanserin teshis edilmesine
yonelik bir ydntem sadlamaktadlrl

Belirli bir yaplandltimada, mevcut bulusa ait tarama ydntemi, bir insan sujede CRC ve/veya
adenomatoz poliplerin gelisim riskinin belilenmesine y&nelik bir yontem olup, asaddakileri

icermektedir:

i. s6z konusu sujeye ait bir dSkChumunesinden, SEKANS KIMLIK NUMARASI:1, SEKANS
KIMLIK NUMARASI:4, SEKANS KIMLIK NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10
veya bunun bir tamamlay[lc[16S rRNA sekanslidan olusan listeden segilen en az bir 165
rDNA bakteriyel sekanshl nicemlenmesi; ve

ii. s6z konusu sekanslar@ en az birine ait nicemleme seviyelerinden CRC ve/veya

adenomatdz polip gelisim riskinin belirlenmesi.
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Tercih edilen bir yapI3ndinada, mevcut bulusa ait tarama yontemi, artan riskli ve/veya
yuksek riskli sujelerde, tercihe Lynch sendromu tasiylclidrinda CRC ve/veya adenomatdz polip

gelisimi riskinin belirlenmesine ydnelik bir yontemdir.

“Lynch sendromu” terimi, kolorektal kanserin yan[ka, uterus zar[Ckanseri (endometriyal
kanser), over kanseri ve diger baz[kanserlere yonelik riski kisilerde fazlaca artltdn bir E3i
durum olan, kallsal, polipozis olmayan kolorektal kansere veya HNPCC'ye isaret etmektedir.
Bu duruma sahip insanlar, genelde ilk olarak coklu poliplere sahip olmadan, geng yasta

kanser gelistirmektedir.

Mevcut bulusa ait tarama yontemi, polipleri olan (yliksek riskli popilasyon) ve polipleri

olmayan (dusik riskli popilasyon) Lnych sendromu hastalar[arasinda istatistik olarak anlami]
bir sekilde ayr@ yapabilme yetisini, Ornek 4'te (Tablolar 3 ve 4) gésterimistir. SEKANS

KIMLIK NUMARASIL:4Un (B10) nicemlemesi ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7 (B46) /

SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 (B10) oran[ll belirlenmesi, Ornek 4'teki sonuclara gére iyi

gostergeler olarak gdrillmektedir. Bu bagdlamda, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 (B10) ve

SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7 (B46) / SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 (B10) oran[dpoliplerin

mevcudiyetinin  taranmasbb ydnelik bulusa ait yondemte kullanim icin tercih edilen

biyoisaretcilerdir.

Onceki kolonoskopide polip gecmisi olan veya kanser rezeksiyonundan sonra kolorektal
kanser gecgmisine sahip olan sujelere, izleme veya godzetim amaclariyla, yani s6z konusu
insan sujelerde kanser ve/veya adenomattz polip yinelenmesinin tespit edilmesi icin tarama

testleri gerceklestiriimektedir.

Bir diger belirli yaplandFinada, mevcut bulusa ait tarama yéntemi, poliplere veya kolorektal
kansere dair bir gegmisi olan bir insan sujede kolorektal kanserin (CRC) ve/veya adenomattz

poliplerin tespit edilmesine y&nelik bir izleme yontemi olup, asag(dekileri icermektedir:

i. s6z konusu sujeye ait bir dSkChumunesinden, SEKANS KIMLIK NUMARASI:1, SEKANS
KIMLIK NUMARASI:4, SEKANS KIMLIK NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10
veya bunun bir tamamlaylcI16S rRNA sekansidan olusan listeden secilen en az bir 16S
rDNA bakteriyel sekanshlnl nicemlenmesi; ve

ii. sdz konusu sekanslarll en az birine ait nicemleme seviyelerinden, CRC ve/veya

adenomatéz poliplerin yinelenmesinin belirlenmesi.
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Mevcut bulusa ait tarama yontemi, CRC'ye dair bir gegmisi olan ve son kolonoskopisinde
polipleri olan Lynch hastalar[{yuksek riskli popiilasyon) ve CRC'ye dair bir gegmisi olmayan
ve son kolonoskopisinde polipleri olmayan (distik riskli popilasyon) Lnych hastalar[arasinda
istatistik olarak anlamiObir sekilde ayrfm yapabilme yetisini, Ornek 8'de (Tablo 8)
gostermistir. Ozellikle énemli sonuclar, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1/ SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 4 (B3/B10), SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4/ SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7
(B10/B46), SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1/ SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10 {B3/B48) ve
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10/ SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 (B48/B10) oranlariinl

nicemlenmesi ile elde edilmektedir.

Bu baglamda, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1/ SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 (B3/B10),
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4/ SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7 (B10/B46), SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 1/ SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10 (B3/B48) ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10/
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 (B48/B10) oranlar[Jtercihen, CRC gecmisine sahip Lynch
hastalar] gibi, artan riskteki veya yiiksek riskteki hastalarda polip mevcudiyetinin
taranmaslizlenmesine yoénelik bulusa ait ydntemde kullanm icin tercih edilen

biyoisaretcilerdir.

Belirli bir diger yapldndltnada, mevcut bulusa ait tarama yontemi, bir insan sujede
kolonoskopinin gergeklestirilip gerceklestiriimeyeceginin belilenmesine yonelik bir ydntem

olup, asagdikileri icermektedir:

i. soz konusu sujeye ait bir dEkChumunesinden, SEKANS KIMLIK NUMARASI:1, SEKANS
KIMLIK NUMARASI:4, SEKANS KIMLIK NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10
veya bunun bir tamamlay[cT16S rRNA sekansiidan olugan listeden secilen en az bir 165
rDNA bakteriyel sekanshlnl nicemlenmesi; ve

ii. s6z konusu sekanslar en az birine ait nicemleme seviyelerinden, sdz konusu insan

sujede kolonoskopinin gerceklestirilip gerceklestirilmeyecedinin belirlenmesi.

Teknikte orta derecede uzman bir kisi, bulusa ait bakteriyel isaretcilerin nicemlenmesine ve
analizine yonelik celitli ydntemleri ve cihazlar(bilmektedir. “Nicemleme” terimi, bir numunede
bir spesifik nikleik asit sekansUOmiktarflnl nicemlenebilmesine isaret etmektedir. Hedef
niikleik asit sekanslarilnl niceliklerinin &lclilmeisne yonelik molekiler biyoloji ydntemleri

teknikte iyi bilinmektedir. Bu ydntemler, bunlarla shlfilC]olmamak Gzere, u¢ noktaPCR,
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kompetitif PCR, revers transkriptaz-PCR (RT-PCR), niceliksel PCR (qPCR), revers transkriptaz
gPCR {RT-gPCR), PCR-ELISA, DNA mikro tahlilleri, dot-blot veya Floresan In SEu Melezleme
tahlili (FISH) gibi in situ melezleme tahlilleri, dallanmfs] DNA (Nolte, Adv. Clin. Chem.,
1998,33:201-235) ve sbz konusu yontemlerin multipleks versiyonlarnlJkapsamaktadlr]
{6rnedin bakmlz) Andoh ve meslektaslarl] Current Pharmaceutical Design, 2009; 15,2066-
2073). Tercih edilen primerler ve/veya problar, tipik olarak, bakteriyel nikleik asit
sekanslarolnl artan miktarlarbb dogrudan veya lineer bir yanl sunarak, tahmin edilebilir
sekilde reaksiyon gdstermektedir. Uygun standartlardl hazldlanmaslyla ve bunlara kihsla, bir

numunede belirli bir nlkleik asit sekansnlnl miktar[Rolayca nicemlenebilmektedir.

Tercihen, stz konusu niikleik asit sekans[JSEKANS KIMLIK NUMARASI:1, SEKANS KIMLIK
NUMARASI:4, SEKANS KIMLIK NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10'dan olusan
listeden segilen bir 165 rDNA sekans(dit)

Ozellikle tercih edilen bir nicemleme yéntemi FISH olup, bu, bireysel bakteriyel sekanslarml
dogrudan nicemlenmesi igin, prob melezlemeu ile floresan 5Kl mikroskopisini, konfokal lazer
mikroskopisini veya ak[sl sitometrisini birlestirmektedir. FISH metodolojisine dair incelemeler
igin, bakilz) ornedin Harmsen ve meslektaglarldAppl Environ Microbiol, 2002;68 2982-
2990,Kalliomaki ve meslektaglarl] 1 AllergClinImmunol, 2001;107 129-134; Tkachuk ve
meslektaslar[) Genet. Anal. Tech. Appl., 1991:8:67-74; Trask ve meslektaslar] Trends
Genet., 1991;7 (5): 149-154; ve Weier ve meslektaslarl] Expert Rev. Mol. Diagn.,
2002,2(2):109-119; ve U.S. Pat. No: 6,174,681.

Ozellikle tercih edilen bir baska nicemleme ydntemi ise, ayrlch gercek-zamanl[PCR olarak da
bilinen niceliksel PCR'dir {(qPCR). PCR prosesi teknikte iyi bilinmektedir ve dolaylsila burada
ayritM olarak agKlanmamaktadlrl Q-PCR teknolojisine dair genel dederlendirme ve
protokoller, SYBR Green gPCR uygulamalarllizerine Sigma-Aldrich gibi satlclldrda mevcuttur,
baknlz] &rnedin http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/sybr-
green-qpcr.html veya http://www.sig-maaldrich.com/life-science/molecular-
biology/pcr/quantitative-pcr/qpcr-technical-guide.html. Bakteriyel gen isaretgilerinin bollugu
ve ekspresyonunun nicemlenmesine yonelik qPCR yontemlerine dair bir inceleme igin,
bak@z] 6rnedin Smith CJ ve Osborn AM., FEMS Microbiol Ecol., 2009;67(1):6-20.

“Nicemleme seviyeleri” terimi, konsantrasyon (hacim birimi baglnh DNA miktar()] hiicre says[]
bagihb DNA miktar[1doéngi esik degeri (Ct dederi) veya bunun herhangi bir matematiksel
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ddnulmi olabilmektedir. Tercih edilen bir yapIlEndinada, séz konusu bakteriyel sekanslar(ol
nicemlemesi qPCR ile gergeklestirimektedir. Daha ¢ok tercih edilen bir yapl@ndlrinada, soz
konusu bakteriyel sekanslard nicemlemesi, gPCR ile gerceklestiriimektedir ve nicemleme
seviyeleri ise Ct dederleridir. Ct (dongl esigi) degeri, floresan sinyalin esidin gecmesi igin
gereken gPCR donglsu saylllolarak tanMlanmaktadlE] Ct seviyeleri, numunedeki hedef
nikleik asit say(sinb ters orantT@8lr]l(yani, Ct seviyesi dustikcei numunedeki hedef niikleik asit
miktar[artmaktadlr).

Bir dBkOnumunesindeki bir hedef niikleik sit sekansBIRl (drnedin  SEKANS KIMLIK
NUMARASI:1) bollugunun nicemlemesi, mutlak veya géreli olabilmektedir. Goreli nicemleme,
evrensel primerler kullan@@rak toplam bakterilerin (Obakteriler) belirlenmesi ve Obakterilerin
bir ylizdesi olarak hedef niikleik asit sekanslnl bollugunun fiade edilmesi (6rnedin SEKANS
KIMLIK NUMARASI:1/Obakteri orangibi, bir veya daha fazla i¢ referans gene, yani referans
suglardan 165 rRNA genlerine dayanmaktadlFl Mutlak nicemleme, DNA standartlarClile
klyhslama vasfaslyla hedef molekiillerin kesin sayihlWermektedir.

Belirli bir yaplandada, bulusa ait yéntem ayridh, adi i)'den sonra, sujenin numune
seviyelerinin, bir kontrol numunesindeki seviyeler ile klyhslanmashl_icermektedir, burada
kontrol numunesindeki ilgili sekanslarBs eviyelerinden, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7 ve SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 10'dan olusan listeden secilen bir veya daha fazla sekaslbb ait seviyeler
saptidintla (tercihen, istatistik olarak anlamlCbir sapma), bu, CRC ve/veya adenomatoz
poliplerin  gdstergesidir. Ornedin, nicemleme  seviyeleri,art@r)/eksi(-) ortalama (kesik)
degerden bir sapma sergilediginde, bir kontrol numunesinde &lclilen ilgili dederlerin standart

sapmas[ICRC ve/veya adenomatéz polipin gdstergesidir.

S0z konusu suje numunesindeki s6z konusu sekanslaril bir veya daha fazlasibh ait
konsantrasyon seviyelerinin, eksi ortalama (kesik} degerden daha disiik oldugu tercih edilen
bir yaplandltada, bir kontrol numunesinde élciilen ilgili sekanslaril seviyelerindeki standart
sapma, CRC vefveya adenomatdz poliplerin gdstergesidir. $6z konusu suje numunesinde soz
konusu sekanslardan bir veya daha fazlash ait Ct seviyelerinin, ortalama (kesik) dederinden
daha yliksek oldugu tercih edilen bir baska yaplandinada, bir kontrol numunesinde 6lglilen
ilgili sekanslarl seviyelerine ait standart sapma, CRC ve/veya adenomatdz poliplerin

gostergesidir.
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“Kontrol numunesi” terimi, referans popllasyonuna ait toplanmisl kontrol numunelerine
isareet edebilmektedir, 6rnedin kontrol numuneleri, saglkl3ujelere ait, adenomatdz poliplere
sahip olmayan sujelere ait, gegcmiste adenomattz poliplere ve/veya kolorektal kansere ve

bunlarinl kombinasyonlarinh sahip olmayan sujelere ait numuneler olabilmektedir.

Insan sujelerin, yukarda bahsi gecen referans popllasyonlardan biri  altbda
shflandflhasl] bir kolonoskopi arastnasClile gerceklestiriimektedir. Ornedin, “saglkKl(
sujeler”, dnceden gergeklestirilen bir kolonsokopide, adenomatéz polip veya kolorektal kanser

sergilememis olan sujelerdir.

Tercihen, bulusa ait ydntem, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10'dan olShn listeden secilen

2, 3 veya 4 sekansl, tercihen 4 sekans@ timdndin nicemlenmesini icermektedir.

Belirli bir yap[@ndIfinada, buluga ait yéntem, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1, SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 4, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10'dan olusan
listeden secilen en az iki sekansl nicemlenmesini ve s6z konusu sekanslardan en az ikisi
arasdaki iliskinin belirlenmesini icermektedir. Tercihen, stz konusu sekanslardan ikisi, (gl
veya dordl aras(ndaki iliski (6rnedin oran, ¢ok-varyantl(@naliz, vb.) belirlenmektedir.

Tercih edilen bir yaplandiimada, bu en az iki sekans araslodaki oran, bir birinci sekansnl
nicemleme seviyelerinin, bir ikinci sekansil nicemleme seviyelerine bdlinmesi ile elde
edilmektedir. Ornedin, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4
sekanslarm@ konsantrsayon oran[d SEKANS KIMLIK NUMARASI:10 sekanshid
konsantrasyonunun, SEKANS KIMLIK NUMARASI:4 sekanshlil konsantrasyonuna béliinmesi
ile elde edilmektedir. SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10/SEKANS KiMLIK NUMARASI: 4 oran(d
ayrich, SEKANS KIMLIK NUMARASI:10 olarak tanlanan sekans@ Ct degerinin, SEKANS
KIMLIK NUMARASI:4 olarak tanmlanan sekans@ Ct dederine bélinmesi ile de elde

edilebilmektedir.

Bulusa ait yontemin bir baska yapl@ndlrinasinkla, s0z konusu bakteriyel sekanslardan en az
biri adim i)'de nicemlenmektedir ve suje numunesindeki sdz konusu sekans seviyelerinin en
az bir oran[dbelirlenmektedir, yontem ayrich, bir kontrol numunesindeki ilgili oranlar ile séz
konusu sujedeki s6z konusu oranlardan en az birinin klyaslanmashlCicermektedir, burada sdz

konusu kontrol numunesindeki orandan bir sapma (tercihen istatistik olarak anlamlCbir
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sapma) CRC ve/veya adenomatdz poliplerin gdstergesidir. Ornedin, séz konusu oranalrdan
biri veya daha fazlasoln, art[(3+)/eksi(-) ortalama (kesik) degerden bir sapma sergiledidinde,
bir kontrol numunesinde &lgilen ilgili oranlaril standart sapmas[ICRC ve/veya adenomatdz

poliplerin gbstergesidir.

“Istatistik olarak anlamI[terimi, test numunesi ve kontrol numunesi arasidaki farklara isaret
edilirken, uygun istatistik analizin kullanlthas[Hurumunda, ayn[lclan gruplarin olas[§lininl
%5'ten az olmas[1érnegdin p<0.05 olmasCdurumu ile ilgilidir. Bir baska ifadeyle, tamamen
rastgele sekilde aynCkonuglaril elde edilmesi olasIfl1100 girisimden 5inden daha azd[F]
Teknikte uzman bir kisi, uygun istatistik analizi nassececedini bilecektir. Tipik olarak, uygun
sitatistik analiz, ©6rnedin Kolmogorov-Smirnov testi kullanldrak, callGmadaki degiskenin
normal bir daga sahip olup olmadidinh baglCdlarak belilenmektedir. Tercihen, normal bir
daglm oldudu durumlarda, t-testi veya ANOVA testi gibi bir parametrik model
kullanM@bilmektedir; ve normal bir dagiMEA olmad @ turumlarda ise, Mann-Whitney U testi
veya Kruskal-Wallis testi gibi parametrik olmayan bir model kullanI@bilmektedir.

Belirli bir yaplandkamda, duyarlllk] 6zglillik, dogruluk, ROC analizi sonuclarreya bunlarl
bir komhinasyonu, bulusa ait tarama yénteminin acKlanmasCigin kullanThaktadEl Ozellikle,
bunlar, yéntemin ne kadar iyi ve givenilir oldugunun nicemlenmesi igin kullanthaktadcl

Duyarllk} 6zgiillik ve dogruluk aglklamasCile birlikte yayglnl olarak kullanlan cesitli terimler
mevcuttur. Bunlar, gercek pozitif (TP), gercek negatif (TN), yanl§l negatif (FN) ve yanlEl
pozitiftir (FP). Bir hastada bir hastal@Inl mevcut oldugu kanfknd@inka, verilen tarama testi
ayrlch hastall@iD mevcudiyetini gostermekte olup, testin sonucu gercek pozitif olarak
degerlendiriimektedir. Benzer sekilde, bir hastada bir hastall@inl mevcut olmadG]
kanflandignida, tarama testi aynCramanda hastal@l mevcut olmad @RCYydstermekte olup,
test sonucu gercek negatiftir {TN}. Hem gergek pozitif hem de gergek negatif, tarama testi
ve kanfanan durum arasloda tutarlCbir sonucu gostermektedir (ayrich gergeklik standard]
olarak adlanddithaktadlt). Bununla birlikte hicbir medikal test kusursuz degildir. Tarama
testinin, aslloda hichir hastalld@Cdlmayan bir hastada, hastal@n mevcut oldugunu gostermesi
durumunda, test sonucu yanllgl pozitiftir (FP). Benzer sekilde, tarama testi sonucunun,
kesinlikle hastall@dlan bir hasta icin hastal @ mevcut olmad GInCgostermesi durumunda ise
test sonucu yanlslnegatiftir (FN). Hem yanl[gl pozitif hem de yanl&l negatif, test sonuclarninl

gercek durumun tersi oldugunu gdstermektedir.
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DuyarlK] 6zgullik ve dogruluk, TP, TN, FN ve FP bakmdan a¢klanmaktad(t

Duyarlllkl = TP/(TP + FN) = (Gercek pozitif dederlendirme saySDJ(Tim pozitif

degderlendirmelerin say&l}j

Ozgiillik = TN/(TN + FP) = (Gercek nehatif dederlendirme sayBIJ(Tim negatif

degerlendirmelerin say(sl}j

Dogruluk = (TN + TP)/(TN+TP+FN+FP) = (Dogru dederlendirmelerin say[SIJTim

degerlendirmelerin say[ST)]

Tercih edilen bir yapldndltinada, mevcut bulusa ait tarama ydntemi, bir insan sujede CRC
vefveya polipleri teshis etmekte, erkenden tespit etmekte, yinelenmeyi beliylemekte, gelisim
riskini belilemekte veya buna yénelik tahmin gerceklestiemektedir; veya kolonoskopinin soz
konusu insan sujede gergeklestirilip gerceklestiriimeyecedini belirlemekedir; veya prognozu
belirlemektedir, burada séz konusu suje, CRC vefveya polip teshisi konulan bir hastadlt} veya
s0z konusu yontem, en az %60, en az %65, en az %70 en az %75, en az %80, en az %85,
en az %90, en az %95 veya tercihen %100 dederinde bir duyarllKl ve/veya o6zglllik ile
birlikte istatistik olarak anlamlbir sekilde CRC ve/veya poliplere sahip bir hastada bir terapiyi

yonlendirmektedir.

Yukarldaki denklemler ile gosterildidi (zere, burada kullanlId@$ekliyle “duyarlIKI" terimi, bir
tarama testi ile dogru sekilde tanimlanan gergek pozitiflerin oranih isaret etmektedir. Bu, bir
hastal(dInl tespit edilmesinde testin ne kadar iyi oldugunu gostermektedir. Duyarllkl (“duy.”),
0 (%0) <duy.< 1 {%100) aralidinda olabilmektedir ve ideal olarak, yanlslnegatifliklerin say[sL]
sfkd esitlenmektedir veya slklkd esitlenmeye yakloHIl ve duyarlllkl bire esitlienmektedir
(%100) veya bire esitlenmeye yaklnd[rl(%100). Tercihen, %70 ila %90, %75 ila %95, %80
ila %95, %85 ila %100 veya %90 ila %100 dederinde bir duyarlllfa sahiptir. Daha tercihen,
bulusa ait ydntem, en az %85, 6rnedin yaklaskl % 86, %87, %88, %89, %90, %91, %92,
%93, %94, %95, %96, %97, %98 , %99 veya %100 duyarllkldederlerine sahiptir.

Burada kullanld@lkekliyle “6zgillik” terimi, bir tarama testi ile dogru sekilde tan(mlanan
gercek negatiflerin  oranlbb isaret etmektedir. Bu, normal (negatif) durumun

tanlmlanmashda testin ne kadar iyi oldugunu géstermektedir. Ozgillik (“6zg.”), 0 (%0)
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<0zg.< 1 (%100) aralldinda olabilmektedir ve ideal olarak, yanlsl pozitiflerin saySL kA
esitlenmektedir veya sfld esitlenmeye yaklnd [flve 6zglilllk bire esitlenmektedir (%100) veya
bire esitlenmeye yaknd[rl{%100). Tercihen, %70 ila %90, %75 ila %95, %80 ila %95, %85
ila %100 veya %90 ila %100 dederinde bir 0zgiilliige sahiptir. Daha tercihen, bulusa ait
yontem, en az %85, drnedin yaklaslkl %86, %87, %88, %89, %90, %91, %92, %93, %94,
%95, %96, %97, %98 , %99 veya %100 6zgillik degerlerine sahiptir.

Burada kullanId@lLizere “dogruluk” terimi, bir popilasyonda, gergek pozisitf veya gergek
negatif olmak Uzere ger¢ek sonuclar@ oranldlE] Bir durum U(zerinde bir tarama testinin
dogruluk derecesini, yani belirli bir durumun belirlenmesinin ve dElanmashlnl ne kadar dodru
oldugunu olgmektedir. Dogruluk (“dogr.”), 0 (%0) <dogr.< 1 (%100) arall@nda
olabilmektedir ve ideal olarak, vanll§l pozitiflerin sayGlIsEla esitlenmektedir veya slkd
esitlenmeye yakdDve dodruluk bire esitlenmektedir (%100) veya bire esitlenmeye yaknid[
(%100). Tercihen, bulusa ait yontemin dogruludu, en az %60, en az %65, en az %70, en az
%75, en az %80, en az %85, en az %90, en az %95 veya tercihen %100°diir. . Tercih
edilen bir yaplandlrinada, %70 ila %90, %75 ila %95, %80 ila %95, %85 ila %100 veya
%90 ila %100 degerinde bir dodruluga sahiptir. Tercihen, bulusa ait ydntem, en az %85,
ornedin yaklask % 86, %87, %88, %89, %90, %91, %92, %93, %94, %95, %96, %97,
%98 , %99 veya %100 dodruluk degerlerine sahiptir..

“"ROC egrisi”, hem duyarlllkl hem de 0zglllik arasidaki iliskinin bir grafik sunumudur ve
tarama testine yonelik en iyi esigin {optimal kesme noktasbelirlenmesi vasfaslyla optimal
modelin kararlastlcihasibh yard mcCbimaktadd ROC edrisi altibdaki alan (AUC), bir tarama
testinin dogrulugunun olclilmesi icin bir yol sunmaktadt] Tercihen, bulusa ait yontemin AUC
aralGCdegerleri, 0.6 ila 1, daha tercihen 0.7 ila 1'dir, daha tercih edilen dederler ise 0.8 ila 1,
tercihen 0.9 ila 1 arall@indadr] Belirli bir yaplandirinada, AUC, 0.6 ila 0.8, érnedin 0.6 ila
0.75 veya 0.65 ila 0.75%ir.

Dahas[Jduyarlllk] ézgiillik ve dogruluk oranlardlt) dolayslyla ilgili gliven aralKlar[Jteknikte
ivi bilinen, oranlara ydnelik standart yontemler kullan@@rak hesaplanabilmektedir. Iki tip %95
given arall@lJgenel olarak oranlari etrafinda tan(mlanmaktadlr]l Kesin gliven arallgldkesin
bir tahmine ulasmak icin iki terimli dagfh kullan@@rak tanlanmaktad Asimptotik gliven
aral@l ] numune daglmn normal bir yaklagkl@hlnl varsaylthaslyla hesaplanmaktad(]
Teknikte uzman bir kisi, uygun giiven aral@nlhas[tanlayacadl bilecektir. Bir veya bir
baska tipteki gliven aralld3ecimi, tipik olarak, numune oranln, normal bir daglba yonelik
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ivi bir yaklasklKlolup olmaddini badlColacakt(t]

Bulusa ait belirli bir yaplandmada, s6z konusu bakteriyel sekanslarinl nicemlenmesinden
6nce, DNA, disk[Chumunesinden dzitlenmektedir. DiskChumunelerinden DNA &zitlemeye
yonelik c¢esitli ydontemler bilinmektedir, bu ydntemlerin timi, kimyasal veya mekanik
parcalama, deterjan kullanimida lizis veya bu vyaklaslar@ bir kombinasyonuna
dayanmaktadl] (Kennedy A. ve meslektasglarl] PLoS One, 2014;9(2):e88982). Disk[]
numunelerindeki bakteriyel DNA'nal 6zlitlenmesine yoénelik ydntemler, drnegin M Corist ve
meslektaglard Journal of Microbiological Methods, 2002; 50(2):131-139, Whitney D ve
meslektaslar[Dournal of Molecular Diagnostics, American Society for Investigative Pathology,
2004;6(4):386-395 ve W02003/068788 numaralldokiimandan bilinmektedir.

Tercih edilen ydntemler, yiksek h&Jboncuk dévmeli dziitleme gibi mekanik pargalama,
kimyasal lizis ve tercihen piyasada mevcut DNA &zltleme kitleri “MobioPowerSoil® DNA
extraction procedure” (Mo-Bio Laboratories Inc.,), toprak prosediriine yonelik FastDNA®
SPIN Kiti (MP biomedicals) ve NucleoSpin® Soil (Macherey-Nagel Gmbh& Co. KG)'de
bulunanlar gibi bir silika membran kolonunun kullanld@Cbir nihai saflastfina adbhminl bir
kombinasyonunu kullanmaktad[l Bilirubinler, safra tuzlarCve kompleks karbeonhidratlar gibi,
dliskCInumunelerinden DNA &ziitlerinde PCR inhibitdrlerinin mevcudiyeti, dlskIdrdan DNA
Oziitlerindeki DNA biyoisaretdilerinin belirlenmesine yonelik karsl3slan zorluklardan biridir
{Fleckna ve meslektaslar(,] Mol Cell Probes, 2007;21(4):282-7). Tercih edilen DNA &zitleme
yontemleri, ornedin %5ten az, tercihen %2'den az, daha tercihen %1’den az, daha da
tercihen %0.5'ten az, 6rnedin %0.25, %0.1, %0.05 veya %0.01'den az olmak Uzere, digk[(]

Ozlitlerine duslik miktarda PCR inhibitorleri saglayan yontemlerdir.

Belirli bir yapl@ndIrinada, bulusa ait yontem asaddakileri icermektedir:

(a) SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4, SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10’dan olusan gruptan secilen en az bir
16S rDNA bakteriyel sekanslnl seviyelerinin, s6z konusu insan dgkiSChumunesinden,
niceliksel PCR ile belilenmesi, burada SEKANS KIMLIK NUMAASI:1 seviyeleri, SEKANS
KIMLIK NUMARASIL: 2-13'e gére en az %90 6zdeslie sahip primerlerin kullanhasia
belirlenmektedir, SEKANS KIMLIK NUMARASI:4 seviyeleri, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5-
6'ya gore en az %90 6zdeslige sahip primerlerin kullanlhasida belirlenmeketedir,
SEKANS KIMLIK NUMARASI:7 seviyeleri, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 8-9'a gére en az
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%90 dzdeslife sahip primerlerin kullan@hasida belirlenmektedir ve SEKANS KIMLIK
NUMARASI:10 seviyeleri ise SEKANS KIMLIK NUMARASI: 11-12'ye gére en az %90
ozdeslige sahip primerlerin kullanIthasila belirlenmektedir; ve/veya

(b) adm a)da bahsi gectigi (izere, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1, SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 4, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10'dan
olusan gruptan segilen en az iki 165 rDNA bakteriyel sekansholnl seviyelerinin, s6z konusu
insan diSkEChumunesinden, niceliksel PCR kullan[@rak belirlenmesi ve SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 10/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7/SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 4, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4/SEKANS KIMLiK NUMARASI: 1,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1; SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 7/SEKANS KIMLIK NUMARASI:10 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10/SEQ ID

1’den olusan gruptan secilen oranlardan en az birinin belirlenmesi.

Tercih edilen bir yaplandlkmada, bulusa ait bir insan diskChumunesinden, CRC ve/veya
adenomatoz poliplere yonelik tarama ydntemi asaddakileri icermektedir:

(a) SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4, SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10'dan olusan gruptan secilen en az bir
165 rDNA bakterivel sekansiolnl konsantrasyonunun, so6z konusu insan dlskisL]
numunesinden, niceliksel PCR ile belilenmesi, burada SEKANS KIMLIK NUMARASI:1
konsantrsayonu, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2-13'e gére en az %90 ozdeglife sahip
primerlerin  kullanfasfa  belirlenmektedir,  SEKANS  KIMLIK ~ NUMARASI:4
konsantrasyonu SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5-6ya gore en az %90 ozdeslige sahip
primerlerin  kullanlhasfla  belirlenmeketedir, SEKANS  KIMLIK ~ NUMARASI:7
konsantrasyonu, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 8-9%a gére en az %90 dzdeslie sahip
primerlerin  kullanlfhasfla belirlenmektedir ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10
konsantrasyonu ise SEKANS KIMLIK NUMARASI: 11-12'ye gore en az %90 &zdeslie
sahip primerlerin kullanlthaskda belirlenmektedir,

(b)opsiyonel olarak, adid a)da bahsi gectigi (izere, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7 ve SEKANS KiMLIK
NUMARASI: 10‘dan olusan gruptan secilen en az iki 165 rDNA bakteriyel sekansblnl
seviyelerinin, sdz konusu insan dEk[SLCJnumunesinden, niceliksel PCR kullanl3rak
belirlenmesi ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4, SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 7/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4, SEKANS KIMLIK NUMARASI:
4/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7/SEKANS KiMLIK
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NUMARASI: 1; SEKANS KIMLIK NUMARASI:7/SEKANS KIMLIK NUMARASI:10 ve SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 10/SEKANS KIMLIK NUMARASI 1'den olusan gruptan segilen
konsantrasyon oranlardan en az birinin belirlenmesi ve

(c) adim (a)ya ait sekanslardan en az birinin konsantrasyonundan ve/veya adlm (b)'de
elde edilen en az bir orannl dederinden, CRC ve/veya adenomatdz poliplerin taghis

edilmesi, riskinin belirlenmesi veya yinelenmesinin belirlenmesi.

Bulusa ait ydntemin bir baska yaplandmnasbda, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2-13'ye gdre
en az %90 Szdeslige sahip sbz konusu primerler, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2-13've gére
en az %95 ézdeslide sahip primerlerdir, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5-6'va gére en az %90
dzdeslige sahip sdz konusu primerler, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5-6'yva gére en az %95
dzdeslige sahip primerlerdir, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 8-9'ya gdre en az %90 dzdeslige
sahip s6z konusu primerler, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 8-9'a gdre en az %95 6zdeslige
sahip primerlerdir ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 11-12'va gére en az %90 &zdeslige sahip
primerler ise SEKANS KIMLIK NUMARASI: 11-12've gére en az %95 6zdeslije sahip

primerlerdir.

Ozellikle tercih edilen bir yapl@ndFinada, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2-13'ye gére en az
%95 dzdeslige sahip sdz konusu primerler, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2-13 ile tanbhlanan
primerlerdir, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5-6’ya gére en az %95 dzdeslige sahip stz konusu
primerler, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5-6 ile tanmlanan primerlerdir, SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 8-9'a gire en az %95 dzdeslie sahip sdz konusu primerler, SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 8-9 ile tanMlanan primerlerdir ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 11-12'ye gore en
az %95 dzdeslije sahip soz konusu primerler ise SEKANS KIMLIK NUMARASI: 11-12 ile

tanmlanan primerlerdir.

Mevcut bagvuruda, problem sekanshinl kallnkI@rdlnl %95inin, belirlenen sekansinl
kallntldrinb 6zdes olmasCdurumunda, bir problem sekans[Jbelirlenen bir sekansa gore %95

Ozdeslige sahiptir.

Tercih edilen bir yaplandionada, mevcut bulusa ait yontem, kolorektal kanserin teshisine
yonelik bir ydntemdir ve kolorektal kanser; SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1’e ait Ct degerinin,
37.2ik kesim Ct esik deferinin lzerinde olmasOdurumunda veya SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 4'e ait Ct degerinin, 16.56'Idesik Ct degerinin lizerinde olmasldurumunda veya
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7'ye ait Ct dederinin, 22.97lik esik Ct dederinin tizerinde olmas]
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durumunda veya SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10%a ait Ct dederinin, 19.2470k esik Ct
dederinin izerinde olmasurumunda veya SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10/SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 4 oranlhb ait degerin,1.16'1 esik dederinin altlbda olmasCHurumunda veya
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 oranlih ait degerin, 1.40'1K
esik dederin altfMda olmasCiurumunda veya SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4/SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 1 oranlnh ait degerin, 0.44'lik esik degerinin lzerinde olmasCdurumunda veya
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1 oranib ait degerin, 0.621ik
esik dederin Uzerinde olms[Hurumunda veya SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10/SEQ ID: 1
oran@h ait dederin, 0.52'lik esik dederin {izerinde olmasCHurumunda veya SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 10/SEQ ID: 7 oranlnb ait dederin 1.2'lik esik degeri lizerinde olmasCdlurumunda,
adlm (c)de teshis edilmektedir.

Tercih edilen bir baska yaplandibnada, mevcut bulusa ait yéntem, kolorektal kanserin
gelisimine yonelik riskin teshisine ydnelik bir yéntemdir, burada kolorektal kanserin geligimine
yonelik bir sisk; SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1'e ait Ct degerinin, 36.451k kesim Ct esik
dederinin Uzerinde olmasCdurumunda veya SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4'e ait Ct degerinin,
14.02'lik esik Ct degerinin lzerinde olmas@urumunda veya SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7'ye
ait Ct dederinin, 24.761Klesik Ct dederinin iizerinde olmasCdurumunda veya SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 10'a ait Ct dederinin, 21.42'lik esik Ct dederinin Gzerinde olmasCdurumunda
veya SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 oranlDa ait
degerin,1.56'1Kl esik dederinin altBda olmasHurumunda veya SEKANS KIMLIK NUMARASI:
7/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 oran@a ait dederin, 1.781ik esik dederin altfida olmasC]
durumunda veya SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1 oranlih ait
dederin, 0.381ik esik dederinin {izerinde olmasCdurumunda veya SEKANS KIMLIK NUMARASI:
7/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1 orania ait degerin, 0.6871k esik dederin lizerinde olmsC]
durumunda veya SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10/SEKANS KIMLIK NUMARASI 1 oranlih ait
dederin, 0.59luk esik dederin iizerinde olmasCllurumunda veya SEKANS KIMLIK NUMARASI:
10/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7 oranbh ait dederin 1.16'1K esik dederi Uzerinde olmasC
durumunda, adm (c)'de teshis edilmektedir.

Bir baska yapl@ndiinada, mevcut bulusa ait yontem, ayrlch, CRC'nin gostergesi oldugu
bilinen bir veya daha fazla molekiiler biyoisaretcinin tespit edilmesini ve/veya nicemlenmesini
icermektedir. Tercihen bir goklu isaretci paneli kullanlthaktadltl S6z konusu goklu isaretgi
paneli, su genlerden biri veya daha fazlashda mevcut olan nokta mutasyonlarbinl
belirlenmesini icerebilmektedir: APC, K-ras, BRAF, p53, NRAS, PIK3CA, CDK8, CMYC, CCNE1,
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CTNNB1, NEU (HER2), MYB, FBXW7, PTEN, SMAD4, SMAD2, SMAD3, TGFpIIR, TCF7L2,
ACVR2 ve BAX (Fearon, E. R., Annu. Rev. Pathol. Mech. Dis., 2011;6:479-507).
Belirlenebilen, bilinen dider CRC isaretgileri, CpG adasCImetilsayonu, gaita aglGbirimi
baglnb insan DNA’sinl miktar[Ye gaita ag G birimi baghb toplam DNAnnl miktar(dlr]

Bir baska vapl3ndlinada, mevcut bulusa ait yontem ayrlch bilgisayarda okunabilir bir
ortamda, belileme sonuglarnl saklanmashbl]icermektedir. Burada kullan(d G Gzere,
“hilgisayarda okunabilir bir ortam”, bulusa ait belirleme sonuglarl] kapsayabilen,
saklayabilen, iletebilen, yayabilen veya aktarabilen herhangi bir aparat olabilmektedir. Ortam,
bir elektronik, manyetik, optik, elektromanyetik, kEZzIdtesi veya yarOletken sistem (veya

aparat veya cihaz) veya bir yayma ortam Colabilmektedir.

Bir ikinci yonde, bulug, bir insan sujede CRC vefveya poliplerin teshis edilmesi, erkenden
tespit edilmesi, yinelenmesinin belirlenmesi, gelisim riskinin belilenmesi veya tahminde
bulunulmas[dveya s6z konusu insan sujede bir kolonoskopinin gerceklestiriimesinin gerekip
gerekmediginin belirlenmesi; veya veya prognozun belirlenmesi, burada stz konusu insan
sujenin CRC ve/veya polip teshisi koyulan bir hsata olmasIveya CRC ve/veya polipleri olan
bir hastada bir terapinin y&nlendiriimesi icin bir biyoisaretci olarak, SEKANS KIMLIK
NUMARASI:1, SEKANS KIMLIK NUMARASI:4, SEKANS KIMLIK NUMARASI:7 ve SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 10'dan olusan listeden secilen en az bir 165 rDNA bakteriyel sekansiil
veya bunun tamamlaylcl iRNA sekansinlnl kullanmLile ilgilidir, burada s6z konusu bakteriyel

sekanslar, s6z konusu insan sujenin bir diskumunesinden nicemlendirilmektedir.

Tercihen, s6z konusu nikleik asit sekans[1SEKANS KIMLIK NUMARASI:1, SEKANS KIMLIK
NUMARASI:4, SEKANS KIMLIK NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10'dan olusan
listeden secilen bir 16S rDNA sekans(dir)

Burada kullanId@lizere “biyoisaretgi” terimi, tipik olarak, kolaylkla olgilebilen bir viicut
numunesinde bulunan maddeler olan, hastallKl isaretcilerine atfia bulunmaktadit] Olclilen
miktar, CRC ve/veya poliplerin mevcudiyeti veya yoklugu veya gelecekte CRC ve/veya
poliplerin olas[Bgibi, altta yatan hastallkl patofizyolojisi ile iliskili olabilmektedir. Durumlarng
yonelik olarak tedavi alan hastalarda, olglilen miktar, ayrlch terapiye yantlile de iligkili
olacaktlel

Bir liglincii yonde, bulus, asaddakileri igeren bir kit ile ilgilidir:
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a. sunlardan olusan gruptan secilen bir tepken:

i) SEKANS KIMLIK NUMARASI:1, SEKANS KIMLIK NUMARASI:4, SEKANS KIMLIK
NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10'dan olusan listeden secilen en az bir
165 rDNA sekansCveya bunun tamamlaylc1rRNA sekansClile spesifik olarak
melezlenebilen nikleik asit problar[veya

i) SEKANS KIMLIK NUMARASI:1, SEKANS KIMLIK NUMARASI:4, SEKANS KIMLIK
NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10'dan olusan listeden secilen en az bir
16S rDNA sekanshl3pesifik oalrak gogaltabilen bir gift niikleik asit primeri; ve

b. mevcut bulusa at bir ydnteme gbre, bir insan disklLInumunesinden s&z konusu

sekanslar@l bir veya daha fazlashh ait seviyelerin nicemlenmesine ydnelik talimatlar.

Burada kullanId@lTizere “prob” terimi, hedef niikleik asit sekanslaribkg, Onceden belirlenen
kosullar altlbda spesifik ve tercihe baglCImelezlenmeyi mimkin kI@n spesifik nikleotit
sekanslarblkeren ve tercihe baglCblarak, tahlil performanshlnl artElthaslicin veya tespit icin
bir kEIM igeren, uzunluk bakmbkan 10 ve 285 baz ¢ifti arasilda olan, sentetik veya biyolojik
olarak Uretilmis niikleik asit sekanslarinb isaret etmektedir. Minimum on nlikleotit, genel
olarak, istatistik olarak 6zglilliigiin elde edilmesi ve stabil melezleme Uriinlerinin olusturulmas
icin gereklidir ve maksimum 285 niikleotit, genel olarak, yanlgleslesen sekanslarinlve tercihe
badlCmelezlemenin belirlenmesi igin reaksiyon parametrelerinin kolaylKla ayarlanabildigi,
uzunluk bakmbdan bir Gst shlrf temsil etmektedir. Problar opsiyonel olarak, belirli tahlil
kosullarChltda bunlar uygun ve optimal islevselliine katkids bulunan belirli bilesenleri
icerebilmektedir. Ornedin problar, niikleaz bozunmashh karsCIdirenclerinin  artEllthasC]
{6rnedin ug kaplama vasfasiyla), tespit ligandlarinl taghimasC{0rnedin floresin) veya
bunlaril, bir kat(d destek (zerinde vyakalanmashlnl kolaylasthas(] (6rnedin  poli-

deoksiadenosin “kuyruklar[) icin modifiye edilebilmektedir.

Burada kullanId@]{izere “primerler” terimi, bir n{kleotit sekans@l g¢ogdaltIthasOigin
polimeraz zincir reaksiyonu ("PCR") gibi bir g¢odaltma yonteminde kullanl@bilen
oligonlkleotitlere isaret etmektedir. Primerler, 6rnedin bir spesifik 16S rDNA sekansCblmak

tizere berlili bir hedef sekansa ait poliniikleotit sekansh dayanarak tasarlanmaktadltl

Primerlerin ve problarnl tasarim Ve onaylanmas(Jteknikte iyi bilinmektedir. Niceliksel gercek
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zamanlCPCR yontemleri icin, bakMlz) érmedin Rodriguez A ve meslektaslarld{Methods Mol
Biol., 2015, 1275:31-56).

Burada kullanId@lizere “spesifik” bir nikleotit sekansnln], &nceden belirlenen bir hedef
sekansihbB melezlenecedi/bunu ¢odaltacagve bliyiik oranda, tahlil kosullarChltlhda hedef
olmayan bir sekansa melezlenmeyecegi/bunu g¢odaltmayacadTanlambl gelmektedir, genel

olarak zorlay(cI Kosullar kullanIthaktad[r)

Burada kullanld@llizere “melezleme”, dnceden belirlenen kosullar altiida, hangi nikleik asit
bazlarmlnl birbiriyle eglesebildidi ile ilgili olan belirli kurallarCRakiben, niikleik asidin iki ksien
veya tamamen tamamlaylclolan zincirinin, spesifik ve stabil hidrojen baglar(le bir gift-zincirli
niikleik asidi meydana getirmek icin antiparalel sekilde bir araya gelmesine izin verildigi bir

prosese isaret etmektedir.

“Biyuk oranda melezleme”, gdzlemlenen melezleme miktarlnlnl sonuglarCyézlemleyen bir
kisinin, pozitif ve negatif kontrollerdeki melezleme verilerine gdre sonucu pozitif olarak
dederlendirecedi sekilde olacagOanlambb gelmektedir. “Arka plan giriltiisi” olarak

degerlendirilen veriler, Gnemli melezleme degildir.

“ZorlaylclOmelezleme kosullar”] yaklaskl 0.9 molar NaCl deferindeki bir tuz c¢ozeltisinde
yaklaskl 35°C ila 65°C anlamhb gelmektedir. Zorlay[cllklayrich, melezmele ¢ozeltisi icerisinde
mevcut olan iyonik tirlerin konsantrasyonu ve tipi, mevcut olan denatlre etme ajanlarflnl
tipleri ve konsantrasyonlarClve melezleme slchkl@C]gibi reaksiyon parametreleri ile de
belirlenebilmektedir. Genel clarak, melezleme kosullarCHaha zorlaylclhale geldikce, stabil
hibritler olusturulacaksa daha uzun problar tercih edilmektedir. Bir kural olarak,
melezlemenin gerceklesecedi kosullaril zorlay €L 1kullanldcak olan tercih edilen problarfl
belirli 6zelliklerini dikte edecektir.

Tercihen, stz konusu nikleik asit sekans[JSEKANS KIMLIK NUMARASI:1, SEKANS KIMLIK
NUMARASI:4, SEKANS KIMLIK NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10'dan olusan
listeden segilen bir 165 rDNA sekans(dirl

Belirli bir yapldndmnada, séz konusu kit, bir insan sujede CRC ve/veya poliplere ydnelik
teshis, erken tespit, yineleme belirlemesi, geligsim riski belirlemesi veya tahmin; veya sz

konusu insan sujede kolonoskopinin gergeklestirilip ger¢eklestiriimeyecedinin belirlenmesi;
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veya CRC ve/veya polip teshisi koyulan bir hastada prognozun belirlenmesi; veya CRC
ve/veya poliplere sahip bir hastada bir terapinin yonlendirilmesi icin kullanltaktad(t]l Tercih
edilen bir yapllandirimada, kit ayrich, DNA 6ziitleme araglar[Jmelezleme ve/veya gogaltmanml
gerceklestiriimesine yonelik araclar, tespit aracsar[Vefveya biyolojik numunenin toplanmasl]

vefveya tutulmasb yonelik bir veya daha fazla kap icerebilmektedir.

Belirli bir yap[AndEnada, meveut bulug, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2-13, SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 5-6, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 8-9 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 11-12'den
olugan primer ¢ifti frubundan secilen en az bir ¢ift PCR primeri iceren, bir insan dEkS
numunesinden kolorektal kanserin teshis edilmesine ydnelik bir kit ile ilgilidir.

Bir dordiincli yonde, mevcut bulus, SEKANS KIMLIK NUMARASIL: 2, SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 13, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 6, SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 8, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 9, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 11, ve
SEKANS KIMLIK NUMARASI:12’den olusan gruptan secilen; veya bunun en az %90
dzdesligine, tercihen bunun en az %95 Ozdesligine, daha tercihen %96, %97, %98, %99
veya %100 Ozdeslige sahip bir niikleik asit sekansClile ilgilidir. Tercihen, sdz konusu
sekanslar, SEKANS KIMLIK NUMARASI:1, SEKANS KIMLIK NUMARASI:4, SEKANS KIMLIK
NUMARASI:7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:10'dan olusan listeden secilen en az bir 165
rDNA sekansh@nl nicemlenmesine ydnelik olarak, bir codaltma tahlilinde (qPCR gibi) primerler

olarak veya bir melezleme tahlilinde niikleik asit problarCdlarak kullanltaktadIr]

Belirli bir yap[AndEinada, s6z konusu niikleik asit sekans[JSEKANS KIMLIK NUMARASI: 2-13,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5-6, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 8-9 ve SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 11-12'den olugan gruptan segilen bir gift PCR primeridir. Belirli bir bagka
yaplandiinada, sdz konusu niikleik asit sekans[1SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2, SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 13, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 6,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 8, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 9, SEKANS KIMLIK NUMARASI:
11, ve SEKANS KIMLIK NUMARASI:12’den olusan gruptan segilen bir niikleik asit probudur.

Bir besinci yonde, mevcut bulus, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2, SEKANS KIMLIK NUMARASI:
13, SEKANS KIMLIK NUMARASIL: 5, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 6, SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 8, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 9, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 11, ve SEKANS
KIMLIK NUMARASI:12'den olugan gruptan secilen; veya bunun en az %90 6zdegligine sahip

bir nikleik asit sekanslnln, bulusa ait bir tarama ydnteminde kullanlmClle ilgilidiri burada
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SEKANS KIMLIK NUMARASI: 2 vefveya SEKANS KIMLIK NUMARASI: 13, SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 1’in nicemlenmesinde kullanIhaktad} SEKANS KIMLIK NUMARASI: 5 ve/veya
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 6, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4in nicemlenmesinde
kullanhaktad} SEKANS KIMLIK NUMARASI: 8 ve/veya SEKANS KIMLIK NUMARASI: 9,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7'nin nicemlenmesinde kullanTtaktadF} ve SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 11 ve/veya SEKANS KIMLIK NUMARASI:12, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10'un

nicemlenmesinde kullanlhaktad ]

Ornekler'de a¢Klanan belirli  yap@BndEialarl@ 6rnek olarak gdsterildigi ve bulusu
shiflandtinad [@CanlagM@cakt]

Tarifnamede bahsi gegen tiim yayllar ve patent bagvurular[dbu bulusun ilgili oldugdu,

teknikte uzman kisilerin beceri seviyesini gdstermektedir.

"Bir"” kelimesinin kullanm[I'bir” anlambh gelmektedir, ancak, ayrlch, “bir veya daha fazla”,

“en az bir” ve "bir veya birden fazla” ifadelerinin anlamle de drtismektedir.

Bu bagvuru boyunca, “yaklagKl’ terimi, dederin belirtilen dederi £ %5, tercihen dederin
belirtilen dederi + %2 anlama gelmektedir, en cok tercih edilecek sekilde “yaklaskl’ terimi,
tamOamna belirtilen deder (£ %0) anlamDi gelmektedir.

ORNEKLER

Ornek 1.-Malzemeler ve Yontemler

1. Biyolojik numuneler

DiskClhumuneleri, yaklDl zamanda kolorektal kanseri (CRC) (evre 0-I) teshisi koyulan 27
hasta, Lynch sendromu tasiIcISI{L) olan 24 hasta ve 19 saglkl[bireyden (C) elde edilmistir.
TUim hastalar, numunelerin albmasnoddan en az 15 gln énce kolonoskopiye girmistir.

Tamam[Jilgili bilgilendirilmis onamOmzalam[stld) Dislama kriterleri, callsmadan o6nce 1 ay

icerisinde antibiyotik tedavisini ve < 18 yas altilkapsamaktad(cl

2.16S rDNA bakteriyel sekanslar:
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B3, B10, B41, B46, B48 ve B50 sekanslar[donceden, kiltlirsiz bakteri izolatlariodan izole
edilmis olan denatiiran gradyan jeli elektroforezi (DGGE) jel bantlarinb karsllklgelmektedir.

- 16S rDNA bakteriyel sekansCBEKANS KIMLIK NUMARASI: 1 (B3), GQ411111.1 altida
EMBL-EBI Avrupa Nukleotit Arsivi (ENA) veritabanbda yaymlanm(stic)

- 16S rDNA bakteriyel sekansCBEKANS KIMLIK NUMARASL: 4 (B10), GQ411118.1 altda
EMBL-EBI Avrupa Nukleotit Arsivi (ENA) veritaban(nda yaylanmisti}

- 165 rDNA bakteriyel sekansCEEKANS KIMLIK NUMARASI: 7 (B46), GQ411150.1 althda,
EMBL-EBI Avrupa Nukleotit Arsivi (ENA) veritabanbda yay@lanm(Stic]

- 165 rDNA bakteriyel sekansC3EKANS KIMLIK NUMARASI: 10 (B48), GQ411152.1 altioda,
EMBL-EBI Avrupa Nukleotit Arsivi (ENA) veritabanbda yayhlanm(stic)

- 165 rDNA bakteriyel sekans[B41, GQ411145.1 altloda, EMBL-EBI Avrupa Nikleotit Arsivi
(ENA) veritabanfida yay@lanmgtE] ve

- 165 rDNA bakteriyel sekans[B50, GQ411154.1 altloda, EMBL-EBI Avrupa Nikleotit Argivi
(ENA) veritabanbda yaynlanm(sticl

3. Numune toplama, koruma ve saklama

24 saatlik dskChumuneleri, bir ay boyunca -20°C'de dsk[kabonda ve depoda toplanmistirlve
ISO 9001 kosullar(3ltnda -80°C dondurucuya aktarIfStE]

4. Numunenin islenmesi ve DNA dzitlemesi

DIsk[16s-DNA &ziitlemesi icin, NucleoSpin® Soil. (Macherey-Nagel) kullanlh Bt

Biyo sl glvenlik kosullarCaltinda, 200mg-500mg diskChumunesi, Nikleospin boncuk-tiip
icerisine yerlestirilmistir. 700ul SL1 ve 150ul ArtlEL$X, cam-tlipe eklenmistir.

5. Bunun arddan, imalatglnl talimatlarCdiogrultusunda DNA Gziitlenmistir ve saflastclistr]
ve 50UI ellsyon tamponu veya 10mM Tris HCl Ph=7.4 ile ayr(stIth(stir]

6. DNA konsantrasyonunun hesaplanmas[]

Oziitiin DNA konsantrasyonu, Quant-IT dsDNA Genis-AralK [Tahlil Kiti kullan@@rak, Qubit ®
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2.0 Florometre Katalog n°® Q32866 ile florimetrik analiz vasfasila belirlenmistir. Bu yéntem,
RNA'ya gore dsDNA igin fazlaca secicidir ve 2ng ila 1,000ng aral@nda dogru bir nicemleme
saglamaktadt] Bu arallkta, floresan, DNA konsantrasyonu ile lineer olarak iliskilidir. DNA

Glciimleri 5ul 6ziit Gzerinde gergeklestirilmigtir.

7. Dlsk[humunelerinden dziitlenen DNA'n[0l niceliksel gercek-zamanl[(PCR’si {qPCR)

DEkChumunelerine ait DNA, niceliksel gercek-zamanlCPPCR ile analiz edilmistir. Ozellikle,
numune bagha dort bakteriyel popllasyonun nicelidi tarafmzta dederlendirilmistir: B3, B10,
B48 ve B46.

Bakteriyel sekanslar, bir floresan dsDNA susu ile bir niceliksel gergek zamanl[PCR kullan@rak
nicemlenmistir. Bu ¢allsmada, Promega (Madison, ABD)den on-karlslm BRYT ®
kullan@GtE Obakteriler, Furet ve meslektaslarOarafBdan acklanan prosediir takip edilerek
codaltmistEl(.FEMS Microbiol Ecol., 2009;68(3):351-62).

Her bir numuneye ydnelik bakteriyel bolluklar, toplam DNA konsantrasyonuna normalize
edilen Ct olarak ifade edilmistir.

Ct (dongl esigi), floresan sinyalin esidin gecmesi icin gereken q-PCR déngisl saySblarak
tanmlanmaktadlrl Ct seviyeleri, numune igindeki hedef niikleik asit konsantrasyonunun
logaritmasCile ters orantlf] (yani Ct seviyesi azaldkta, numunedeki hedef niikleik asit

miktar@rtmaktadlt). Gercek zamanlahliller, 40 cogaltma dénglisiinden gegmistir.

8. Istatistik analiz ydntemleri

Verilerin istatistiksel olarak normal dagllim[JKolmogorov - Smirnov Testi ile analiz edilmistir.
Verilerin istatistiksel olarak normal bir dagmmAA olup olmaddink gdre, asadidbki gruplar@
kivaslanmas(ok yonelik uygun bir istatistik test kullan(th(st(r]

Analiz edilen gruplar sunlard[JCRC'ye karsC$aglklCj CRC'ye karsCLynch, buna kars$aglKI[]
CRC+Lynch’e kars[$aglkl[Jve CRC'ye kars[Lynch-yliksek risk, buna karsClynch disik risk,
buna kars3aglkl

Bu gruplar igin, analiz edilen degiskenler sunlardd

- Ct'de ifade edilen dort bakteriyel sekans nicemlemesi;
- Dort bakteriyel sekans nicemlemesinin oran[]
- AgIKk} ve
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- DNA konsantrasyonu

Bir ikili regresyon ve ROC analizi kullan[@rak, saglkllClve CRC durumu ve risk (teghizat
icerisinde ve iki risk kosuluna ayrlmhls) arasiodaki bakteriyel sekans nicemlemesinin

korelasyonu, ve testin duyarllifiiye 6zglllugi belirlenmistir.

DNA ve agiK bakMmbdan gruplar arasbda bir fark gdzlemlenmemistir. Obakteri (Eub)
miktarlnl Lynch ve CRC+Lynch ve saglklCHondrler (C) arasinda farklCbldugu bulunmustur
ancak bu normal olarak dederlendirilmistir, zira hastalldnl durumu, daha az sayldaki DNA
kopyasinl sahip bakterileri iceren filogenetik ¢ekirdedin bir dedisimini gdstermektedir. Bu,
toplam bakterinin azald@nlCgostermemektedir (baknlz] 6rnedin, Sobhani ve meslektaslarl]
PLoS One, 2011,27;6(1):e16393). Bu sebeple, Eub nicemlemesi, normalizasyon amaglarlicin

ic referans olarak kullanIham st

Ornek 2. Primer Tasarth[ Ve onaylama

Biyopsideki bakteriyel isaretciler B3, B10, B46, B48, B41 ve B50'nin nicemlenmesine y&nelik
primer, biyoenformatik araclar kullanf@rak filogenetik gruplardan onceden elde edilen
sekanslar ile Kklvaslama analizinden tasarlanmistld European Bioinformatics Institute
{www.ebi.ac.uk), Netprimer (Premier Biosoft) ve PrimerExpress (Life Tecnologies-Thermo
Fischer)'den ClustalX.

Secilen tespit sistemi SybrGreen®/di. Yakindaki gruplara gore farkiCblan 3'ten az pozisyona
sahip primer kiimesi dahil edilmemistir. Beklenenlerden farkiCblan ayrSma egrilerindeki Tm
degerlerine sahip primer kimesi de dahil edilmemistir. Primer onaylamas(] biyopsi
numunesinde ve dBkOJ numunesinde gerceklestirilmistir.  Ayrlsma  edrisi, primer
performanasnlnl analiz edilmesi igin belirlenmistir.

Sekiller 8a ila 13b'de, skkasiyla B3, B10, B46, B48, B41 ve B50'nin ¢odaltlaslikin tasarlanan
primerlerin onaylanmashla yonelik godaltma cizimleri ve ayrltha edrileri gosterilmektedir.
Yeterli bir ayrGma edrisini (her bir primer kiimesi icin tek tepe noktas[Igdsteren primerler,
dlskChumunelerinde 16S rDNA'n[Ol bakteriyel olarak nicemlenmesi icin secilmistir, Aclktas(]
B3, B10, B46 ve B48i c¢ogaltan primerler secilmistir, bunlar asagideki Tablo 9'da
gosterilmektedir. Ozgiilliik eksikliginden dolay[{erime edrilerinde her bir primer kiimesi icin
¢oklu tepeler) B51 ve B40 dahil edilmemistir.
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Tablo 9. DiskChumunelerinde 165 rDNA bakteriyal sekanslar B3, B10, B46 ve B48'in qPCR amplifikasyonuna yonelik

secilmis primer giftleri.

B3 Ileri (SEKANS KIMLIK NO: 2) GGAGGCCTTCGGGTCGTAA

B3 Ters (SEKANS KIMLIK NO: 13) AGGTTCCGGGGGCTTCGG

B10 Ileri (SEKANS KIMLIK NO: 5) CAACAAGGTAAGTGACGGC
B10 Ters (SEKANS KIMLIK NO: 6) CGCCTACCTGTGCACTACTC
B46 Ileri (SEKANS KIMLIK NO: 8) TCCACGTAAGTCACAAGCG

B46 Ters (SEKANS KIMLIK NO: 9) CGCCTACCTGTGCACTACTC
B48 Ileri (SEKANS KIMLIK NO: 11) GTACGGGGAGCAGCAGTG

B48 Ters (SEKANS KIMLIK NO: 12) GACACTCTAGATGCACAGTTTCC

Ornek 3: SaglElOsujelere karsC kolorektal kanser hastalar@da 16S rDNA

biyoisaretgcilerinin analizi

7 kontrol ve 9 kolorektal kanser hastaslnh ait diskldrinl toplamda 16 numunesi analiz

edilmistir. Analiz edilen dSkChumunelerinde, Ornek 1'de bahsi gecen bakteri isaretcilerinden

her birinin nicemlemesi, Ct dederi olarak ifade edilmektedir. Ct (déngl esidi), floresan

sinyalin esigin gegmesi igin gereken g-PCR dongiisi saylS[lolarak tan[mlanmaktad] Ct

seviyeleri, numune igindeki hedef nikleik asit konsantrasyonunun logaritmasllile ters

orantMdI] (yani Ct seviyesi azaldkta, numunedeki hedef nikleik asit miktarCartmaktadD).

Gergek zamanl[Rahliller, 40 ¢odaltma dongusiinden gecmistir. Elde edilen sonuglar, asaglda

Tablolar 1 ve 2'de gdsterilmektedir. Tablo 1, Ct mutlak degerlerini temsil etmektedir ve Tablo

2 ise Ct oranlarm@emsil etmektedir. Iki numune t-testi uygulanmBStir]

Tablo 1. Ct tuz dederleri

Kimlik Grup Durum B48 B46 B10 B3
F10 CRC 1 18.59 22.78 | 16.33 | 33.64
Fi1 CRC 1 20.33 26.45 | 20.37 | 41.57
F3 CRC 1 23.52 26.2 19.8 | 38.45
F4 CRC 1 16.41 20.87 14.88
F5 CRC 1 19.04 24 17.61 | 35.68
F6 CRC 1 23.22 27.67 | 21.82
F16 CRC 1 20.75 | 14.35
F7 CRC 1 23.19 28.2 | 22.34
F8 CRC 1 18.82 22.04 | 15.61
F12 0 17.55 20.9 | 14.95
F13 0 19.36 24.78 | 19.22
F14 0 19.46 21.44 | 15.07 | 37.34
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F15 C 0 17.55 19.85 | 12.84 | 36.98
F9 C 0 17.61 21.8 | 15.41 | 35.66
F1 C 0 18.09 2197 | 1479 | 383
F2 C 0 17.07 20.57 | 12.76
Ortalama CRC 20.39 | 24329 | 18.12 | 37.34

C 18.099 | 21.616 | 15.01 | 37.07
Standart CRC 2.65 2.89 3.04 | 3.44
Sapma C 094 | 158 | 215 1.09
P-dederi ERC’VE karsOJ| 0.025 0.021 | 0.019 | 0.444
Orta nokta (kesim degerleri) 19.244 | 22972 | 16.56 37.2
%Duyarl K] 66.67 83.33 83.33 50
%Q0zgillik 55.56 60 60 50
*Dogruluk 60 68.75 68.75 50
*Dodruluk su sekilde belirlenmektedir (TN + TP)/(TN+TP+FN+FFP)

Tablo 2. Ct oranlar(]

Kimlik Grup Durum B48/B 10 B10/B3 B46/B10 B46/B48 B46/B3 B48/B3
F10 CRC 1 1.14 0.49 1.39 1.23 0.68 0.55
F11 CRC 1 1 0.49 1.3 1.3 0.64 0.49
F3 CRC 1 1.15 0.51 1.32 1.11 0.68 0.61
F4 CRC 1 1.1 14 1.27
F5 CRC 1 1.08 0.49 1.36 1.26 0.67 0.53
F6 CRC 1 1.06 1.27 1.19
F16 CRC 1 1.45
F7 CRC 1 1.04 1.26 1.22
F8 CRC 1 1.21 1.41 1.17
F12 C 0 1.17 14 1.19
F13 C 0 1.01 1.29 1.28
F14 C 0 1.25 0.4 1.42 1.1 0.57 0.52
F15 C 0 1.37 0.35 1.55 1.13 0.54 0.47
F9 C 0 1.14 0.43 1.41 1.24 0.61 0.49
F1 C 0 1.22 0.39 1.49 1.21 0.57 0.47
F2 C 0 1.34 1.61 1.21

CRC 1.1 0.5 1.35 1.22 0.67 0.55
Ortalama C 1.22 0.39 1.45 119 | 057 | 049
CRC 0.07 0.01 0.07 0.06 0.02 0.05
Standart Sapma ¢ 013 | 0.0 011 006 | 003 002
P-degeri CRC'ye 0.02 0.001 0.018 0.224 0.001 0.045
karsT
Orta nokta (kesim degerleri) 1.16123 0.4441 1.40243 1.20669 0.62 0.52
%Duyar| [k 75 100 77.78 55.56 100.00 75.00
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%Ozgilliik 71.43 100 71.43 42.86 100.00 75.00
*Dogruluk 73.33 100 75 50 100.00 75.00
*Dogruluk su sekilde belirlenmektedir (TN + TP}/(TN+TP+FN+FP)

Kolorektal kanserin teshisine ait duyarlllkl ve ozgiillilkk, SEKANS KIMLIK NUMARASI:
10/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 oranOigin %75 ve 71; SEKANS KIMLIK NUMARASI:
7/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 oranOicin sfasila %77 ve %71; SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 4/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1 oranCgin stasila %100 ve %100; SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 7/ SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1 oranlin slskyla %100 ve %100; ve
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10/ SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1 oran[icin sFasila %75 ve
%751ir.

Sekiller 1, 2 ve 3, Ct deerlerinin oranlarbl ait grafiksel temsillerdir (SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 10/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7/SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 4 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1).

Sekiller 4 ve 5, Ct mutlaklarflfl grafiksel temsilleridir (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7).

Ornek 4. Lynch sendromu hastalarida 16S rDNA biyoisaretcileri analizi: CRC'ye
kars[yiiksek risk (poliplere sahip), buna kars[diisiik risk (poliplere sahip degil)

Bu analizin amaclJklinik gdstergelerden &nce kolorektal aknserin tespit edilmesine yonelik

biyoisaretci tahmini dederinin belirlenmediri.

Lynch sendromuna sahip toplamda 8 birey (kolorektal kanser gelisimi bakhnldan genetik,
artan risk) analiz edilmigtir. Tim bireyler, diskChumunesinin toplanmashtan énce, bir yllkl
maksimum zaman aral(dinda kolonoskopiye girmistir. Endoskopik incelemeye gore, bunlardan
4l malign polipe (Yiksek Risk olarak adlandlan) sahipti ve 4’ ise polipe sahip degildi
(DuUstik Risk olarak adland[lidn).

Analiz edilen digkChumunelerinde, Ornek 1'de bahdi gecen bakteri isaretcilerinden her birinin
nicemlemesi, Ornek 2'de acKlanan primerler kullan@@rak belirlenmistir ve Ct dederi cinsinden

nicemlenmistir.

Elde edilen sonuglar, asadlda Tablolar 3 ve 4te gosteriimektedir. Tablo 3, Ct mutlak
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dederlerini temsil etmektedir ve Tablo 4 ise Ct oranlar@emsil etmektedir. Iki numune t-testi

uygulanmistlcl

Tablo 3. Ct tuz dederleri

Kimlik Grup Durum B48 B46 B10 B3
F10 CRC 1 18.59 | 22.78 16.33 | 33.64
F11 CRC 1 20.33 | 26.45 20.37 | 41.57
F3 CRC 1 23.52 | 26.20 19.80 | 38.45
F4 CRC 1 16.41 | 20.87 14.88
F5 CRC 1 19.04 | 24.00 17.61 | 35.68
F6 CRC 1 23.22 | 27.67 21.82
F16 CRC 1 20.75 14,35
F7 CRC 1 23.19 | 28.20 22.34
F8 CRC 1 18.82 | 22.04 15.61
MIL1 Yiiksek Risk 2 22.58 | 25.87 14.56 | 35.56
MIL2 Yiiksek Risk 2 2453 | 25.79 14.73 | 37.06
MIL5 Yiksek Risk 2 22.56 | 24.57 14.16 | 38.44
MIL4 Yiiksek Risk 2 20.00 | 29.90 18.41 | 37.99
MIL6 Diisiik Risk 3 20.15 | 24.90 15.20 | 37.58
MIL3 Diisiik Risk 3 18.11 | 20.45 10.34 | 31.16
MIL7 Diisiik Risk 3 22.81 | 24.70 13.35 | 41.40
MIL8 Diislik Risk 3 20.60 | 21.88 11.38 | 32.42

CRC 20.39 | 24.33 18.12 | 37.34
Ortalama Yiksek Risk 2242 | 26.53 15.46 | 37.26
Diisiik Risk 2042 | 22.98 12,57 | 35.64
CRC 2.65 2.89 3.04 3.44
Yiksek Risk 1.86 2,32 1,98 1,27
Standart Sapma Diisiik Risk 1,93 2,18 2,15 4,74
CBC'ye karg[Yiksek 0,10 0,10 0,070 0,48
Eslé’ye kars stk 0,49 0,21 0,004 0,29
P-degeri Risk
Yiiksek Riske kars[] 0,09 0,03 0,047 0,27
Dlstik Risk
Orta nokta (kesim degerleri)Yiiksek Risk vs Dusiik Risk | 21,42 | 24,76 | 14,02 | 36,45
%Duyarl[K Yuksek Riske karsDusik Risk 75,00 | 75,00 80,00 60,00
%Qzgullik Yilksek Riske kars[DUsik Risk 75,00 | 75,00 | 100,00 | 66,67
Dogruluk Yiksek Riske kars[Distik Risk 75,00 | 75,00 87,50 62,50
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Tablo 4. Ct oranlar[1]

Kimlik Grup Durum B48/B10 | B10/B3 | B46/B 10 | B46/B48 | B46/B3 | B48/B3
F10 CRC 1 1.14 0.49 1.39 1.23 0.68 0.55
F11 CRC 1 1.00 0.49 1.30 1.30 0.64 0.49
F3 CRC 1 1.19 0.51 1.32 1.11 0.68 0.61
F4 CRC 1 1.10 1.40 1.27
F5 CRC 1 1.08 0.49 1.36 1.26 0.67 0.53
F6 CRC 1 1.06 1.27 1.19
F16 CRC 1 1.45
F7 CRC 1 1.04 1.26 1.22
F8 CRC 1 1.21 1.4 1.17
MIL1 Yiksek Risk | 2 1.55 0.41 1.78 1.15 0.73 0.63
MIL2 Yuksek Risk 2 1.67 0.40 1.75 1.05 0.70 0.66
MIL5 Yiiksek Risk 2 1.59 0.37 1.74 1.09 0.64 0.59
MIL4 Yiiksek Risk | 2 1.09 0.48 1.62 1.49 0.79 0.53
MIL6 Diislik Risk 3 1.33 0.40 1.64 1.24 0.66 0.54
MIL3 Disik Risk 3 1.75 0.33 1.98 1.13 0.66 0.58
MIL7 Diisiik Risk 3 1.71 0.32 1.85 1.08 0.60 0.55
MIL8 Digik Risk 3 1.81 0.35 1.92 1.06 0.67 0.64

CRC 1.10 0.50 1.35 1.22 0.67 0.55
Yiiksek Risk 1.47 0.41 1.72 1.20 0.71 0.60
Ortalama Diislik Risk 1.65 0.35 1.85 1.13 0.65 0.58
CRC 0.07 0.01 0.07 0.06 0.02 0.05
Standart Sapma Yiksek Risk 0.26 0.05 0.07 0.20 0.06 0.06
Dlgik Risk 0.22 0.04 0.15 0.08 0.03 0.04
CRC'ye kars[Yiiksek | 0.001491 | 0.009755 | 0.000001 0.38 0.11 0.10
Eié'ye kars[Dusik | 0.000029 | 0.000159 | 0.000002 0.02 0.19 0.21
Risk
P-degeri
Yilksek Riske kars[] | 0.172991 | 0.044382 | 0.087799 0.28 0.06 0.25
Dusuk Risk
Orta Nokta (kesim degerleri) Yiiksek Riske kars 1.56 0.38 1.78 1.16 0.68 0.59
Dislk Risk
%Duyarl[K Yiiksek Riske kars(Disiik Risk 66.67 75.00 80.00 50.00| 75.00( 75.00
%Qzgiillik Yiksek Riske kars[Disiik Risk 60.00 75.00 100.00 50.00 75.00 75.00
Dodruluk Yiiksek Riske kars(IDiisiik Risk 62.50 75.00 87.50 50.00 75.00 75.00

Bikrobiyolojik oran isaretgileri, kolorektal kanser gelisimi baklmidan Y(iksek Riske sahip birey

grubunu (Lynch sendromuna ve poliplere sahip hastalar) ay® edebildi. Kolorektal kanserin
yiiksek riskli popiilasyonunun tespitine ait duyarl[K ve 6zgilliik, SEKANS KIMLIK NUMARASI:
4 igin %80 ve %100; SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4/SEKANS KIMLIK NUMARASI:1 oran[iin
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skaskla %75 ve %75; SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4 oranO
icin ssiyla %80 ve %100; SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7/SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1
oranCigin slisia %75 ve %75; ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10/SEKANS KIMLIK
NUMARASI:1 oranlikin slrdslyla %75 ve %75 idi.

Sekil 6, Ct dederlerinin oranfha (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4/SEKANS KIMLIK NUMARASI:
1) ait bir grafiksel temsildir ve Sekil 7 ise Ct mutlaklar@nl (SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4) bir

grafiksel temsilidir.

Ormek 5: SaglElOsujelere karsC kolorektal kanser hastalar@da 16S rDNA

biyoisaretcilerinin analizi

DEk[humuneleri, yakl zamanda kolorektal kanser (CRC) (evre 0-1) teshisi koyulan 27 hasta,
ve sadlKl[bireylerden (C) elde edilmistir. Tim hastalar, numunelerin alBimashdan en az 15
giin énce kolonoskopiye girmistir.

Tamaml[Jilgili bilgilendirilmis onammzalamisttl Dislama kriterleri, callshhadan 6nce 1 ay
icerisinde antibiyotik tedavisini ve < 18 yas altiRXapsamaktadIt]

Tablo 5te (asag[hakmz), dort bakteriyel sekansil nicemlemesinin, CRC hastalarba ait
disk[@rdaki Ct'te anlamlCbir artls] sergiledigi gosterilmektedir. Bu, bu grupta dort bakteritel

sekansl daha diistk bir yiikiinin oldugu anlammbi gelmektedir.

Bu dort bakteriye ait anlamlCekilde azalan yik, CRC hastalarln) taranmasOcin giicll bir
ara¢ olabilmektedir. Bakteriyel isaretcilerin performanshlnl ayr] ayr[d analiz edilmesi
durumunda, CRC hastalarl094 6zqulliik ve %48 duyarllkl ve 0.7 dodruluk ile tanmlayan
B3; ve ikinci olarak, %84 dzgiillik ve %61.5 duyarlllklve 0.698 dogruluga sahio B46 ile en iyi
sonuglar@l elde edildigi tarafMZta anlaglhaktadIrl

B48 ve B10 ayrich, 0.69 degerinde bir dogruluk, ancak slrasiyla %100 ozgiillik ve %36
duyarllklve %57 6zglllik ve %89.5 duyarllklsergilemektedir.

Bakteriyel sekanslar@ nicemlemesinin Ct'si arasiklaki oran hesaplanmigtt] Higbir istatistiksel
fark gozlemlenmese de, artIh( bir numunede bu orand uygulanmas@ib, CRC'nin
taramashln tamamlanmas] igin  kullanSIO bir  algoritma olabilecegi g6z oniinde
bulundurulmalldit] Bu amacla, ayrich, doért sekansil kombinasyonu da, testin duyarl[§i5ve
Bzgullidanin artiFllthasakmhdan géz éninde bulundurulmaldir]
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Tablo 5. SaglKl[bireyler ve CRC hastalardd (Ct'de ifade edilen) 4 bakteriyel sekanslar@n 6lcimdi, Iki numune

t-testi ve ROC analizi ile istatistiki analiz.

Kimlik |Grup Durum B3 B48 B10 B46

4 CRC 1 29.86 20.84 14.18 21.34
5 CRC 1 24.3 15.88 10.34 17.53
6 CRC 1 27.33 20.66 15.77 23.13
7 CRC 1 24.88 19.06 13.64 20.69
8 CRC 1 20.61 17.78 12.92 19.7
11 CRC 1 27.28 25.65 17.05 24.35
12 CRC 1 29.04 22.58 16.49 23.17
13 CRC 1 2198 17.52 10.97 17.34
14 CRC 1 27.07 19.94 13.52 19.9
15 CRC 1 28.57 26.60 19.77 27.53
24 CRC 1 26.77 22.64 17.84 23.83
25 CRC 1 21.64 17.01 11.54 18.7
27 CRC 1 26.52 20.97 15.49 22.63
31 CRC 1 29.91 18.92 16.44 23.8
35 CRC 1 23.37 18.81 12.24 18.77
36 CRC 1 22.87 17.28 12.74 19.76
38 CRC 1 16.36 24.43 30.7
F10 CRC 1 20.49 18.59 16.33 22.78
F16 CRC 1 18.24 14.35 20.75
Fi1 CRC 1 29.19 20.33 20.37 26.45
F3 CRC 1 32.48 23.52 19.80 26.20
F4 CRC 1 21.76 16.41 14.88 20.87
F5 CRC 1 20.56 19.04 17.61 24.00
F6 CRC 1 316 23.22 21.82 27.67
F7 CRC 1 27.14 23.19 22.34 28.20
F3 CRC 1 22.37 18.82 15.61 22.04
43 CRC 1 30.9 22.46 17.12 25.57
16 C 0 22.97 20.21 15.54 23.12
17 C 0 204 15.84 10.71 17.54
18 C 0 22.05 15.72 12.06 17.67
23 C 0 21.79 17.16 12.59 18.89
28 C 0 20 18.86 15.29 21.33
30 C 0 26.61 20.47 12.78 20.26
32 C 0 22.76 15.07 15.95 23.09
33 C 0 23.66 18.30 13.54 19.57
34 C 0 22.01 17.73 14.29 19.07
37 C 0 24.06 19.60 14.47 19.65
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F1 c 0 24.71 18.09 14.79 21.97
F12 c 0 20.79 17.55 14.95 20.90
F13 c 0 25.1 19.36 19.22 24.78
F14 c 0 21.63 19.46 15.07 21.44
F2 c 0 20.42 17.07 12.76 20.57
F15 c 0 19.69 17.55 12.84 19.85
Fo c 0 23.29 17.61 15.41 21.80
39 c 0 18.03 11.95 18.97
CRC 25.64346154 20.15846154 16.13222222 22 86666667
Ortalama C 22.46705882 17.98222222 14.12111111 20.58166667
CRC 3.96679613 2.887129637 3.575465632 3.448853767
gta;'::" C 1.948072011 1.514799756 1.957886432 1.927739456
P-degeri (Iki _ |CRCYye karsiT 0.038 0.019 0.049 0.021
numune t-
testi)
CRC'ye kars[C |Orta-nokta 26.69 20.90 15.75 22.0
AUC 0.70 0.69 0.69 0.698
Duyarl K %48 %36 %57 %61.5
Ozgiilliik %94 %100 %89.5 %84

Sekiller 14 ila 17, CRC ve saglkIlCXC) gruplarda, slraslyla B3, B10, B46 ve B48%e yonelik

mutlak Ct dederlerinin grafiksel temsilini sadlamaktad[t]

Sekil 27, saglKllyh kars(ICRC analizinde B3, B10, B46 ve B48'e yonelik ROC egrilerini
saglamaktadt]

Ornek 6: 16S rDNA biyoisaretgi analiz CRC’ye karsCLynch (klinik gosterge yok),
buna kars[$aglKl[Dbireyler

Bu analizin amaclIklinik gdstergelerden dnce kolorektal aknserin tespit edilmesine yénelik
biyoisaretgi tahmini dederinin belirlenmesidir.

DiskChumuneleri, yaki zamanda kolorektal kanseri (CRC) (evre 0-I) teshisi koyulan 27
hasta, Lynch sendromu tasiIcIST{L) olan 24 hasta ve 19 saglKl[bireyden (C) elde eidmistir.
Tum hastalar, numunelerin almmasfdan en az 15 giin dnce kolonoskopiye girmistir.
Tamaml[Jilgili bilgilendirilmis onamOmzalam(ste]l Dglama kriterleri, ¢allSmadan &nce 1 ay
icerisinde antibiyotik tedavisini ve < 18 yas altilkapsamaktadlrl

Saglkld bireyler, yaklnl zamanda CRC teshisi koyulan hastalar ve Lynch sendromu
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tasiIcldr il dskChumunelerindeki dért bakteriyel sekans nicemlenmistir. Lynch sendromu
tasIclidr[Jkanser, spesifik olarak kolorektal kanser gelisimine genetik olarak yatkibd(] Bu
grup, kolorektal kanser neoplazmasib ve klinik gostergeye sahip olmayan bireylerden

olusmaktad(rive bir kolorektal kanser risk grubu olarak degerlendirilmektedir.

Lynch sendromu grubunun, sadlklChasta grubuna kiybsla B3 ve B48 Ct dederinin onemli bir
artshlkergiledigi gozlemlenmistir. Dolaylsiyla, Lynch grubunda, disk[Chumunesinde B3 ve
B48 bakteriyel yikl daha azdlrl

Elbette ki, Lynch grubu, B10 disinkda, CRC'ye klyhsla bakteriyel sekans nicemlemesin
baklmkan higbir istatistiksel fark sergilememektedir. Lynch grubunun mikrobiyolojik
profilinin CRC'ye benzer oldudu anlaglhaktadt] ancak bu grupta higbir klinik gdsterge ve
neoplazma gdzlemlenmemektedir. Bu, bu dort bakteri sekansiian biri veya daha fazlashil
tespit edilmesinin, CRC riskine sahip olan ve kolonoskopi arastlfmaslb ihtiyacClolabilen
insanlar [0 taranmas bak [mh[nHan etkili bir arag olabilecedi anlamia gelmektedir.

Tablo 6. SaglKl[(bireyler, CRC hastalar¥e Lynch sendromu tasiIcldrinda {Ct'de ifade edilen) 4 bakteriyel
sekanslar@lnl nicemlemesi, tek yonli ANOVA ve ROC analizi ile istatistiki analiz.

Kimlik | Grup Durum B3 B48 B10 B46

4 CRC 1 29.86 20.84 14.18 21.34
5 CRC 1 243 15.88 10.34 17.53
6 CRC 1 27.33 20.66 15.77 23.13
7 CRC 1 24.88 19.06 13.64 20.69
8 CRC 1 20.61 17.78 12.92 19.7
11 CRC 1 27.28 25.65 17.05 24.35
12 CRC 1 29.04 22.58 16.49 23.17
13 CRC 1 21.98 17.52 10.97 17.34
14 CRC 1 27.07 19.94 13.52 19.9
15 CRC 1 28.57 26.60 19.77 27.53
24 CRC 1 26.77 22.64 17.84 23.83
25 CRC 1 21.64 1701 11.54 18.7
27 CRC 1 26.52 20.97 15.49 22.63
31 CRC 1 29.91 18,92 16.44 23.8
35 CRC 1 23.37 18.81 12.24 18.77
36 CRC 1 22.87 17.28 12.74 19.76
38 CRC 1 16.36 24.43 30.7
F10 CRC 1 20.49 18.59 16.33 22.78
F16 CRC 1 18.24 14.35 20.75
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Fi1 CRC 1 29.19 20.33 20.37 26.45
F3 CRC 1 32.48 23.52 19.80 26.20
F4 CRC 1 21.76 16.41 14.88 20.87
F5 CRC 1 20.56 19.04 17.61 24.00
Fo6 CRC 1 31.6 23.22 21.82 27.67
F7 CRC 1 27.14 23.19 22.34 28.20
F8 CRC 1 22.37 18.82 15.61 22.04
43 CRC 1 309 22.46 17.12 25.57
16 C 0 22.97 20.21 15.54 23.12
17 C 0 20.4 15.84 10.71 17.54
18 C 0 22.05 15.72 12.06 17.67
23 C 0 21.79 17.16 12.59 18.89
28 C 0 20 18.86 15.29 21.33
30 C g 26.61 20.47 12.78 20.26
32 C 0 22.76 15.07 15.95 23.09
33 C 0 23.66 18.30 13.54 19.57
34 C 0 22.01 17.73 14.26 19.07
37 C 0 24.06 19.60 14.47 19.65
Fl C 0 24.71 18.09 14.79 21.97
F12 C 0 20.79 17.55 14.95 20.90
F13 C 0 25.1 19.36 19.22 24.78
F14 C 0 21.63 19.46 15.07 21.44
F2 C 0 20.42 17.07 12.76 20.57
F15 C 0 19.69 17.55 12.84 19.85
F9 C 0 23.2%9 17.61 1541 21.80
39 C 0 18.03 11.95 18.97
1 L 2 23.08 18.76 12.03 16.21
2 L 2 26.58 18.47 13.60 21.02
3 L 2 23.51 19.36 10.85 18.33
9 L 2 16.94 12.89 19.77
10 L 2 19.91 17.68 10.44 17.84
19 L 2 32.81 21.60 15.72 21.67
20 L 2 19.9 19.77 17.81 24.2
21 L 2 19.66 17.05 13.55 19.7
22 L 2 21.28 16.04 10.22 17.48
26 L 2 19.57 20.73 11.75 19.36
29 L 2 23.67 17.92 11.30 18.2
40 L 2 29.14 23.47 19.42 26.3
41 L 2 32.14 20.18 17.27 23.72
42 L 2 35.19 18.34 19.63 27.07
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44 L 2 28.83 23.16 16.15 23.42
45 L 2 24.79 16.85 10.84 16.02
MIL1 L 2 37.1 22.60 14.69 25.52
MIL2 L 2 32.74 24.60 14.63 25.53
MIL3 L 2 27.80 18.00 10.34 20.28
MIL4 L 2 29.09 20.00 18.17 29.66
MIL5 L 2 33.45 22.60 24.81
MIL6 L 2 31.69 20.20 14.66 24,54
MIL7 L 2 35.88 22.90 13.05 24.59
MIL8 L 2 26.2 20.60 10.85 21.87
CRC 25.64346154 20.15846154 16.13222222 22.86666667
Ortalama C 22.46705882 17.98222222 14.12111111 20.58166667
Lynch 27.56565217 19.90916667 13.9076087 22.21291667
CRC 3.96679613 2.887129637 3.575465632 3.448853767
:::':1‘1’:“ C 1.948072011 1.514799756 1.957886432 1.927739456
Lynch 5.628873475 2.403976627 3.02383331 3.369239985
CRC've karg[T 0.038 0.019 0.049 0.021
:i;‘r"fgeﬂ (tek  rercve karsil 0.381 0.988 0.057 0.849
ANOVA) L'ye kars(T 0.004 0.018 0.989 0.163
Orta Nokta 25.65 19.69 11.87 23.27
C'ye kars[L AUC 0.73 0.746 0.55 0.629
Duyarl Ik 60.9 54,2 34.8 45.8
Ozgiilliik 88.9 94.1 94.7 94.7
Orta Nokta 31.65 19.21 14.78 21.95
L'ye kars(CRC (AUC 0.60 0.487 0.69 0.55
Duyarl K 96 52 65.4 61.5
Ozgiilliik 34.8 58.3 69.6 54.2
Orta Nokta 26.69 20.90 15.75 22.0
AUC 0,70 0.69 0.69 0.698
CRC'ye kars(T |DuyarlIK %48 %36 %57 %61.5
Ozgiilliik %94 %100 %89.5 %84

Sekiller 18 ila 21, sEasila, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 1, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4,
SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7 ve SEKANS KIMLIK NUMARASI: 10 sekanslarbifl CRC, L ve C

gruplariidaki mutlak Ct dederlerinin grafiksel temsilini sadglamaktad ]

Sekil 28, saglklyh (C) kars[lynch (L) analizinde B3, B10, B46 ve B48'e yonelik ROC egrilerini

safjlamaktad|r]

Sekil 30, CRCye karsOLynch analizinde B3, B10, B46 ve B48'e yonelik ROC edrilerini
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saglamaktad[c)

Ornek 7: 16S rDNA biyoisaretci analizi CRC + Lynch’e kars[3aglKl[bireyler

Ornek 6 analizine gére, Lynch sendromu tagHICI@r[1CRC hastalariia, dSkida benzer bir
mikrobiyolojik progile sahiptir. Dolaylsida, bu deneyde, kolonoskopi arastfinasioidan 6nce,
saglklCbireylerde ve kolorektal kanseri riski olan bireylerde (CRC+L) kolorektal kanseri
riskinin taranmasibh yoénelik dort bakteriyel sekansl nicemleme tespiti kullanimink ait

potansiyelin test edilmesi amaclanmaktad(t]

Tablo 7'de, Ct olarak ifade edilen bakteriyel sekanslarol nicemlemesi temsil edilmektedir.

B3, B48 ve B46'nlO, kolorektal kanseri risk grubunda (CRC+L) Ct dederini anlam|kekilde
artirdl @ gozlemlenmistir. DolaySila, diskida bu bakterilerin seviyesi azalmaktad[]

CRC+L'de B10 ayrlch, hicbir istatistiksel fark gdzlemlenmese de daha diisik bir sevye
sergilemektedir (p=0.137).

Kolorektal kanserin tespit edilmesinde bakteriyel nicemleme performansCdederlendirildidinde,
B3 ve B48in en iyi dogruluga (0.7) ve slaslyla %56.2duyarllk}%88.96zqlllik ve
%51duyarl[kr%846zglilliige sahip oldugu gosterilmektedir.

Ikinci olarak, B46, 0.665 degerinde bir dogruluga ve %94.7duyarllkK%23.126zgiillige
sahiptir. Nihai olarak, B10, 0.58 dederinde bir dogruluda ve %44.9duyarlk+%89.56zgiilllige
sahiptir.

Bakteriyel sekanslarlnl nicemlemesinin Ct'si arasindaki oran hesaplanmistit] Higbir istatistiksel
fark gézlemlenmese de {Mann-Whitney U testi ile B3/B46 p=0.061; iki numuneli t-testi analizi
ile B10/B3 p=0.132; iki numuneli t-testi analizi p=0.127 ile B46/B10); arttIthElbir numunede
bu oranl uygulanmasln, CRC'nin taramashlnl tamamlanmasOcin kullan§lChir algoritma

olabilecedi gdz oniinde bulundurulmalldirl

Bu amagla, ayrich, dort sekansihl kombinasyonu da, testin duyarll@ve &zgiilliginiin
artkliras[Baklm hidan géz dnlinde bulundurulmal(dic]
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Tablo 7. Sadlld (hireylerin (C) ve kolorektal kanser riski taghgan bireylerin (CRC+L} Ct'de ifade edilmis 4 bakteriyel sekanslarninl

dlgiiml, iki numune t-testi ve ROC analizi ile istatistiki analiz.

Kimlik Grup Durum B3 B48 B10 B46
4 CRC+L 3 29.86 20.84 14.18 21.34
5 CRC+L 3 24.3 15.88 10.34 17.53
6 CRC+L 3 27.33 20.66 15.77 23.13
7 CRC+L 3 24.88 19.06 13.64 20.6%
8 CRC+L 3 20.61 17.78 12.92 19.7
11 CRC+L 3 27.28 25.69 17.05 24,35
12 CRC+L 3 29.04 22,58 16.49 23.17
13 CRC+L 3 21,98 17.52 10.97 17.34
14 CRC+L 3 27.07 19.94 13.52 19.9
15 CRC+L 3 28.57 26.60 19.77 27.53
24 CRC+L 3 26.77 22.64 17.84 23.83
25 CRC+L 3 21.64 17.01 11.54 18.7
27 CRC+L 3 26,52 20,97 15.49 22,63
31 CRC+L 3 29,91 18,92 16.44 238
35 CRC+L 3 23.37 18.81 12.24 18.77
36 CRC+L 3 22.87 17.28 12.74 19.76
38 CRC+L 3 16.36 24.43 307
F10 CRC+L 3 20.49 18.59 16.33 22.78
F16 CRC+L 3 18.24 14.35 20,75
F11 CRC+L 3 29,19 20.33 20.37 26.45
F3 CRC+L 3 3248 23.52 19.80 26.20
F4 CRC+L 3 21.76 16.41 14.88 20.87
F5 CRC+L 3 20.56 19.04 17.61 24.00
F& CRC+L 3 31.6 23.22 21.82 27.67
F7 CRC+L 3 27.14 23.19 22.34 28.20
F8 CRC+L 3 22.37 18.82 15.61 22.04
43 CRC+L 3 308 22.46 17.12 25.57
1 CRC+L 3 23.08 18.76 12.03 19.21
2 CRC+L 3 26,58 18.47 13.60 21.02
3 CRC+L 3 23.51 19.36 10.85 18.33
9 CRC+L 3 16.94 12.89 19.77
10 CRC+L 3 19.91 17.68 10.44 17.84
19 CRC+L 3 32.81 21.60 15.72 21.67
20 CRC+L 3 19.9 19.77 1781 24.2
21 CRC+L 3 19.66 17.05 13.55 19.7
22 CRC+L 3 21.28 16.04 10.22 17.48
26 CRC+L 3 19.57 2073 11.79 19.36
29 CRC+L 3 23,67 17.92 11.30 18.2
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40 CRC+L 3 29.14 23.47 19.42 26.3
41 CRC+L 3 32.14 20.18 17.27 23.72
42 CRC+L 3 35,19 18.34 19.63 27.07
44 CRC+L 3 28,83 23.16 16,15 23.42
45 CRC+L 3 24.79 16.85 10.84 19.02
MIL1 CRC+L 3 37.1 22.60 14.69 25.52
MIL2 CRC+L 3 32.74 24.60 14.63 25.53
MIL3 CRC+L 3 27.80 18.00 10.34 20.28
MIL4 CRC+L 3 29,09 20,00 18.17 29.66
MILS CRC+L 3 33.45 22,60 24.81
MIL6 CRC+L 3 31.69 20.20 14.66 24.54
MIL7 CRC+L 3 35.88 22.90 13.05 24.59
MIL8 CRC+L 3 26.2 20.60 10.85 21.87
16 C 0 22.97 20.21 15.54 23.12
17 c 0 20.4 15.84 10.71 17.54
18 C 0 22,05 15.72 12.06 17.67
23 C 0 21.79 17.16 12.59 18.89
28 C 0 20 18.86 15.29 21.33
30 C 0 26.61 20.47 12.78 20.26
32 C 0 22.76 15.07 15.95 23.09
33 C 0 23.66 18.30 13.54 19.57
34 C 0 22,01 17.73 14.29 15.07
37 c 0 24.06 19.60 14.47 19.65
F1 C 0 24.71 18.09 14.79 21.97
F12 C 0 20,79 17.55 14.95 20,90
F13 C 0 25.1 19.36 19.22 24.78
Fi4 C 0 21.63 19.46 15.07 21.44
F2 C 0 20.42 17.07 12.76 20.57
F15 C 0 19.69 17.55 12.84 19.85
F9 C 0 23,29 17.61 15.41 21.80
39 C 0 18.03 11.95 18.97
CRC+L 26.54 20.03 15.10 22.56

Ortalama C 22.46 17.98 14.12 20.58

Standart Sapma CRC+L 4.86 2.64 348 3.39

C 1.94 1.51 1.96 1.93

P-degeri (Iki numune t-testi) CRC+L'ye karg[T 0.0001 0.001 0.137 0.004
Orta Nokta 25,65 19.69 15.58 23.13

AUC 0.71 0.70 0.580 0.665

DuyarlTIK 56.2 51 44.9 94.7

Ozgiilliik 88.9 84 89.5 23.12
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Sekil 22, sadshda CRC+ Lynch (L) ve sadlKI{C) gruplarda, sasida SEKANS KIMLIK
NUMARASI: 1, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 4, SEKANS KIMLIK NUMARASI: 7 ve SEKANS
KIMLIK NUMARASI: 10 sekanslar@il mutlak Ct degerlerinin grafiksel temsilini saglamaktad[F]

Sekil 29, saglKlyh karsCTRC + Lynch analizinde B3, B10, B46 ve B48'e ydnelik ROC egrilerini
saglamaktad(c]

Ornek 8: 16S rDNA biyoisaretci analizi CRC'ye kars[L-Yiiksek Risk, buna kars[L-
Diigiik Risk, buna kargC3aglKl[hireyler

Bu ornekte, Lynch sendromu taslylclidarinda bakteriyel sekanslarll nicemlenmesi kullanl@rak

kolarektal kanser riskinin farklCasamalarlnl tanmlanmastlCdmacglamaktayzl

Kolorektal neoplazma arkaplan@a ve son kolonoskopisinde adenomalard varl@nb gére,
Lynch sendromu taslyIclar[nll1Yiiksek risk (L-Yiksek Risk) ve Diisik risk (L-Diglk risk)
kolorektal kanser olarak slflandcdikl 6 YUksek riski ve 18 Dislk riskli birey bulunmaktayd(]

Dort bakteriyel sekansil nicemlenmesi gerceklestirilmitsir ve farklCO gruplar arasinda
istatistiksel olarak hicbir farklIkl gdzlemlenmemistir. Yalnlzta B3 seviyeleri icin, C'ye kars[l-
Dusiik riski (p=0.088, Kruskal-Wallis testi) ve C've kars[1-Yiksek riski (p=0.143, Kruskal-

Wallis testi) kiybslayan, Ct'nin azalma egilimi mevcuttu.

Bakteriyel sekanslar[nl nicemlenmesine ait Ct arasibdaki oran hesaplanmlstir]

Kruskal-Wallis testi uygulanmisticlve B3/B10 ve B10/B46 oranlar[IC ve L-Diigik risk arasida
anlamlChir fark sergilemistir. B3/B48 oran[1C'ye kars[lL-Yiliksek riski klybslayan anlamlCbir
fark sergilemektedir. B3/B10 ve B48/B10 oranlar[dCRCye kars[UL-Yuksek Riskte anlaml]
sekilde farklCélmustur.

ROC analizleri numune boyutundan dolaygerceklestirilmemistir, ancak istatistiksek analizler
g6z éniinde bulunduruldugunda, L-Dustik riskli grubu ay[rt edebildiginden dolay(&n iyi oranml
B3/B10 olabildigi tahmin edilebilmektedir.

Bu amacgla, dirt sekansldl kombinasyonunun ayrlch testin giiciini artkd@O™

distndlebilmektedir ve gok dediskenli lojistik regresyon analizleri gerceklestiriimelidir, ancak
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numunenin boyutunun arttIihasgerekmektedir.

Tablo 8. SagliKIMbireyler (C), L-Diisiik Risk, L-Yiiksek Risk ve CRC'ye ait Ct'de ifade edilen 4 bakteriyel sekansiil nicemlemesi

Kimlik | Grup "Durum 2 B3 | B48 | B10 B46 | BI/B10 | B48/B10 | B3/B48  B10/B46
4 cre YT og8e | 2084 1448 2134 211 Tf"ifﬁs’*'" 0.66
s | cre T T 243 1588 1034, 1753  235| 154" 1.53 0.58
6 | CRC A T 2733 2066 | 1577 2313 173 131 132 68
7 CRC 1 24,88 1906 | 1364 | 2069 1,82 1,40 1317 066
8 CRC 1 2061 1778 d2e2] 197, 160 138 116 . 066
. CrRC | 1 ”é’?;é’e"l' 2569 1705 | 2435 TTieo | 1s1] 106 070
P12 - CRC T : 5041 2258 iea9| 2317 176 137 1,29 | 0.71
13 CRC 1 : 21.98 1752 i0g71 17341 200 TE0 ! 125 ] 0.63
14 crC [t ST BT XY R T Y- ST Y 2.00 147% Ah1f36£ 0.68
15 cRe 1 28,57 26,60 1977 | 2753 " 1as] " 135} 1.07‘; o2
24 CRC 1 2677 22,64 17.84 | 23.83 180 [ 1277 1{18"| 075
25 . CcrRC | 1 T - ”"21’,’6?:’"' 1701 1154 | 187, 1.88 147 127 l ©082
B CRC 1 26,52 57 154 238 17177 126 068
31 "CRC ' 17 2091 1892 16}445 238 1827 ,”1"5'{”’*"?ﬁ%’é’f‘f"’é’_is’é
35 CRC 1 | 2337 | 1881 | 1224 1877 1.91 1,54 124 0.65
36 CRC 1 ‘ 22.87 17.28 1274 19,76 180 36 132 064
S e S e T Ay v,,o,‘é,?ﬂ;,,, e R
F1I0 | CrRC | 1 - 20490 1859 | 1633 | 2278 ‘ 125 | 'T"fé 40T o7z
F16 | CRC | 1 15,’2'&_;" I V-9 20’,7"5’%’ 127 ' T 0ss
I 1. ; b L I R _
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Fi1 CRC |t T 2919 2033 2037 26,45 1.43 1007 144 077
TF3 CRC 1 } "3248| 2352] 19.80 26200 1e4|  119] 138 076
Fa CRC 1 . 21,76 1641 1488 2087 148 1,10 133 0.71
Fs . CRC | ?ﬁi 20,66 | 1804 | 1781 24,00 117 1.08 1,08 0,73

=3 CRC [ 31,6 23221 2182 :ﬁ]’é?'}'"""'"1",'4'5"' R - TR I N
F7 CRC I | 27,14 2319 | 2234 2820 121 1.04 117 0,79
'F8 7 'CRC 1 23037 18 82 1561 2204 143 1.2 119 om
23 Tcre - '2"2'.216"5" BRFAF: 3 2557 180 1.3 1,38 067
|87 T e 0 2267 | 2021 1584 23,12 148 130 1,14 067

17 c 0 ‘ 204 | '1"5]'824"";' 071 v T e T as 1.29 0.61
18 CETT g 2205 ""'i???}'Tz’_%”""'ﬁm T3 1,30 1407|088

23 c 0 2179 | 1?16’?””?’2.59 18.89 ‘ 173 1,36 1,27 067

28 c 0 ‘ 20| 1888 E"'"Té,"zg 2133 ‘ 131 1.23 i 1.06 0.72

30 e T o T 268 2047, 1278 20,26 208 4801 1307 083

32 C o 2276 1507 15.95 | 23.09 143 094 151 0.69
33 R 2366 | 1830 1354 | 1957 475 135 129 0,69

WTTTTETT o T T 1773 14291 1907 , 1.64 1240 12a| 0 078

37 c 0 ’ 24,06 1960 1447 '"1"9",55"% © 186 1,35 123 0,74

F1 C 0T a7 1809 1479 21,97 i T 167 1227773 a8

F12 c 0 20,79 1755 14.95| 20.90 l 1.39 117 1.18 0.72

F13 C g 26,1 19.36 1922 | 2478 T 1.01 130 0,78
T @ T 0 2163 | 184b| 1507 2144 144 1,29 11 0.70

2. C o | o0z 7o TaveT avsr Tied 134 120 062
| Fi5 ¢ ¢ o 1989|1755 ’ 12.84"} 19,85 153 137 112 065

Fg ] c 0 53297 1761 1541 2180 151 714 132 o
3¢ C 0 o 1803 1185 18,97 EERED 1 o3
P "L-Digdk Risk a 33081876 1203 1951 192 ‘} 156 . 123 063
3 LDtk Risk a7 T zs1| e 1085 1833 37 L“ R TR 059
‘9 UbogikRisk | 4 18541 1289, 1977 : 131" 065
‘ R i ; il ol - _—



10 ‘}L;D'ﬁsui( Risk 4 | 1991, 1768 1044 ] 17847 1911 18¢T TII3] 7G58
g '”?T_ZB@EEST'_" 4 3281 21.60 15,72 i 2167 209 1371 152 073
50 pasikRek | 4 987 iorr | ret ma2 ia U TTAETT67
"21 | LDusok Risk 4 fog6 T 17,05 | 1388 197 4 T 128 115 069
26 LopuskRsk | 4 19.57 | 20,73 11,79? Tie36 168 176 094 0.61
20 lopuukmsk |4 2387 17.82 a0 iEE T sEe T RS T i 0.62
40l DugikRrisk | 4 291141 347 1942 263 T1B0 . 27 {24 0,74
4z L-Diisuk Risk 4 3519 1834 | 1963 : 27.07 ] 179, 0@ 1,92 073
44 L-Digik Risk 4 T 2883 2316 16,15 ‘ 2342 179 143 124 069
ML L-Diistk Risk 4 371 22.60 14.69 2552 1 253 154 164 0,58
MiL2 ?L-Dﬂsﬂk Risk 4 274, 2460 1463 2553 224 168 133 0,57
MIL3  L-Diisik Risk 4 2780 1800|1034 ‘ 20287 269 1.74 154 0.51
MILS L-Disik Risk | 4 3169 2020 1466 5254 ‘ 216 138 157 0.60
MILT  L-Dusuk Risk I 4 35,88 2290 1305 2459 ‘ 275 176 157] 053
. MiL8 L-DUi50k Risk s 4 26,2 2060 ; 10,85 2187 1 2.41 1,90 1.27 0.50
2 L-Yiksek Risk"'; - 2658 1847 . 1360 2102 ’ 195 136[ 144|065
I22 © L-Yksek Risk b 21.28" t60d 1022 17.48 2080 157 133] 0588
41 L-Yiksek Risk | 5 32.14 20.18 17,270 2372 s’ 1171 189 073
| 45 - L-Yiksek Risk - 5 24791 1685 1064 . 18.02 o2 1565 147 057
MILA " [-Yikeek Riskf 5 2609 20,00 18,17 2966 160 110 :; a5 061
MILS  L-Yiiksek Risk"‘g 5 3345 2260 A g o ‘r 148
‘; CRC 2864 2016 1813 22.87 166 128 r 128 0.70
(:'__ 22477 1768 | 1472 2058 180 1,29 1,25 068
Ortalama btk RSk T 2745 2080 Tses 2206 282|  iso)  iaé] 083
:L-YI'.'JkSEk 1 ‘ k
Risk 27.89 19.02 1402 2262 196 1,35 1,46 0.63
CRC ; 397 2.89 358 3,45 0.29 021  ©014i 005
Standart Sapma ™ C1es s 1967 193 021 016 o1 i 0.05
“L-Diisiik Risk TBG8 240 2,96 : 3.09 044 027 } 025. 008
e i J o B
" L-Vitksek T ! T
Risk . 4,59 | 2,41 362 4,42 026 ‘ 0.22 0.09 ; 0.06
T T e "'ﬁgﬁ"i""' e "—““ —
CRCYe kars(lL 1 : T 0017 D022 S
P-Dederi ECRC’ye KarscLH 1 I
j"ruska'-Wa"is testi %C'ye karsCIlL G 088 0.016 T oo
Tye karsiiH CEPER ) 0’.’0’3#”% )
LL'ye kars[IH 1! N ;
- e e - i . o
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Sekiller 23 ila 26, stdsyla CRC, Yiksek Risk L, Dislik Risk L ve C gruplarida, mutlak Ct
degerleri oranlarilnl B48/B10, B3/B10, B46/B10 ve B3/B48'in grafiksel temsilini sunmaktadIrl
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SEKANS LISTESI

<110> Institut d\222Investigacié Biomédica de Girona Dr.
Josep Trueta (IDIBGI) Universitat de Girona (UdG)

<120> NICELIKSEL PCR ILE BIR INSAN DISKISI NUMUNESINDEN KOLOREKTAL KANSERIN TESHIS
EDILMESINE YONELIK YONTEM

<130> 900 663

<150> EP14382074

<151> 2014-03-03

<160> 13

<170> Patentln versiyonu 3.5

<210>1

<211> 489
<212> DNA
<213> Yapay Sekans

<220>
<223> /mol_tip="unassigned DNA" /note="B3 165 ribosomal DNA sequence, partial sequence (accesion
number GQ411111.1)"

<400> 1
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acggaggecet

agaagcceccg
cggatteatt
ggctcaacee
acacceggtg
cctetgggee
cctggtagte
gcagccaacyg
aattgacgg

<210> 2

<211> 19
<212> DNA

tegggtegta

gctaactacg
gggcgtaaag
cecogaagecece
tagcggtgga
gagaccgacg
ccagecgtaa

cattaagegt

<213> Yapay Sekans

<220>

accgetttea geagggaaga
tgccageage cgcggtaata

cgegegtagyg cggoceggea
ceggaaccte cgeggettgg
atgcgcagat ategggtgga
ctgaggegeg aaagetggag
acgatggacg ctaggtgtgg

cccgectggg gagtacggee

gteaagactg
cgtaggggge

ggcegggggt
gtceggtagg
acaccggtgg
gagcgaacag
ggggacgate

gcaaggctaa

tacctgeaga

gagegttate
cgaagcegggyg
ggagggtgga
cgaaggcgge
gattagatac
ccccegtgece

aactcaaagg

<223> /mol_type="unassigned DNA" /note="B3 16S ribosomal DNA sequence forward primer"

<400> 2

ggaggecttc gggtegtaa 19

<210> 3
<211> 18
<212> DNA

<213> Yapay Sekans

<220>

<223> /mol_type="unassigned DNA" /note="B3 163 ribosomal DNA sequence reverse primer"

<400> 3

ccgaagccce cggaacct 18

<210> 4
<211> 485
<212> DNA

<213> Yapay Sekans

<220~

60
120

180

240

300

360

420

480

489

<223> /mol_type="unassigned DNA" /note="B10 16S ribosomal DNA sequence, partial sequence (accesion number

GQ411118.1)"

<400> 4
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ctteggattg

cggctaacta
ctgggtgtaa
ccatgaactg
tgtagcggtg
caccaactga
tccacactgt
aacacaataa
cggac

<210> 5

<211>19
<212> DNA

taaactectg

cgtgccagca
agggagcgca
ctttcaaaac
gaatgcgtag
cgetgagget
aaacgatgat

gtaatccacc

<213> Yapay Sekans

<220~

ttgttgagga gataatgacyg
gccgeggtaa aacgtaggte

ggcgggaaga caagttggaa
tgtttttctt gagtagtgca
atatcgggag gaacaccagt
cgaaagtgtg ggtagcaaac
tactaggtgt tggaggattg

tggggagtac gaccgcaagg

gtactcaaca

acaagcgttg
gtgaaatcca
caggtaggcg
ggcgaaggceyg
aggattagat
acccctteag

ttgaaactca

aggtaagtga
tceggaatta

tgggctcaac
gaattccegg
gectactggg
acectggtag
tgeccgecagtt

aaggaattga

<223> /mol_type="unassigned DNA" /naote="B10 16S ribosomal DNA sequence forward primer”

<400> 5

caacaaggta agtgacgge

<210> 6
<211> 20
<212> DNA

<213> Yapay Sekans

<220>

19

<223> /mol_type="unassigned DNA" /note="B10 165 rDNA sequence reverse primer"

<400> 6

cgectacetg tgeactactc 20

<210=7
<211> 474
<212> DNA

<213> Yapay Sekans

<220>

60
120

180

240

300

360

420

480

485

<223> /mol_type="unassigned DNA" /note="B46 16S ribosomal DNA sequence, partial sequence (accesion number

GQ411150.1)"

<400> 7
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gtaacattte
gacggaagec

gagcgcagge
tcctaactgt
tgcctagata
tgaggctecga
ccatgattac
atccacctgg
<210> 8

<211> 19
<212> DNA

tgtaacaaga

geggttecac
gggaagacaa
ttttottgag
tcgggaggaa
aagtgtgagt
tacgtgttgg

ggagtacgac

<213> Yapay Sekans

<220>

catacagcag

gtaagtcaca
gttggaagtg
tagtgcacag
caccattggc
agcaaacagg
aggattgacc

cgcceggttg

tttetcagag
agegttgtece

aaatccatgg
gtaggcggaa
gaaggcggcece
attagatacc
ccttetgtge

agactcacag

tteccaaact

ggaattactg
gctcaaccca
tteceggtgt
tactggactg
ctggtagtcc
cgcagataac

gaattgacgg

caaaggaatt

ggtgtaaagg
taaactgctt
agcggtggaa
caactgacgce
actcecgtaaa
acaataagta

acte

<223> /mol_type="unassigned DNA" /note="B46 16S ribosomal DNA sequence forward primer”

<400> 8

tccacgtaag tcacaageg 19

<210>9
<211> 20
<212> DNA

<213> Yapay Sekans

<220>

<223> /mol_type="unassigned DNA" /note="B486 16S ribosomal DNA sequence reverse primer”

<400> 9

cgcctacctg tgcactacte 20

<210> 10
<211> 566
<212> DNA

<213> Yapay Sekans

<220>

60
120

180

240

300

360

420

474

<223> /mol_type="unassigned DNA" /note="B48 16S ribosomal DNA sequence, partial sequence {(accesion number

GQ411152.1)"

<400= 10
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tctettacgg
cgecgegtga
cggtacctga
tgcaagcegtt
tgtgaaaacc
agaggtaage
tggegaagge
caggattaga
cagctcttcg

aatgaaacte

<210> 11
<211> 18
<212> DNA

ggagcagcag
gcgatgaagt

ctaagaagcc
atccggattt
cggggctcaa
ggaattccta
ggcttactgg
taccctggta
gtgcecgcage

acagaatttg

<213> Yapay Sekans

<220>

tggggaatat tgcacaatgg
atttcggtat gtaaagctet

ccggctaaat acgtgceage
actgggtgta aagggagegt
cccegggact gcattggaaa
gtgtagcggt gaaatgegta
acgataactg acgetgagge
gtccacgccg taaacgatga
aaacgcaata agtattccac

acggag

gggaaaccct

atcagcaggg
agccgcggta
agacggagtg
ctgtgcatct
gatattagga
tegaaagegt
ctactaggtg

ctggggagta

gatgcagcga

aagaaaatga
atacgtatgg
gcaagtctga
agagtgtcgg
ggaacaccag
ggggagcaaa

tcggggagca

cgttcgcaag

<223> /mol_type="unassigned DNA" /note="B48 165 ribosomal DNA sequence forward primer"

<400> 11

gtacggggag cagcagtg 18

<210>12
<211> 23
<212> DNA

<213> Yapay Sekans

<220>

<223> /mol_type="unassigned DNA" /note="B48 16S ribosomal DNA sequence reverse primer"

<400> 12

gacactctag atgcacagtt tce

<210> 13
<211>18
<212> DNA

<213> Yapay Sekans

<220>

23

<223> /mol_type="unassigned DNA" /note="B3 163 ribosomal DNA sequence reverse primer"

<400> 13

aggttccgag ggcttcgg 18
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180

240

300

360
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540

566



B48/B10

1/27

1.5+
1.4+ -
O 1.3-
o
E 1.2+ =
F 1.14
m |
1.04 ® ]
0.94 v ¥
G <
sekil 1 &
B46/B10
1.7 *
1.6+ @
§isl T
= 1.44 ci* -
2 1.4 I
€0 )
S 13- o 1,
1.2+
1.1 T Y
L @ )
(_,Q-

Sekil 2



B10/B3
0'55- [ 5,
0.5 =i
2 9.454
©
s_’ 0.40+
o
0.351
0.30 '
G <
Sekil 3
B10
254 .
..
: 20"
9' ®
<
-
@ 45,
n
104 . v
3 2
&

Sekil 4

2/27



3/27

B46

I

30+

15

B10/B3

Lk 2

1

-

0.55+

L
=4
<

0.50+
0.454

(—

(o) eanLg

Y
L
K
o

ysuHNSNg

NSH HISHNA

Sekil 6



4/27

810

A

- sunéng

YSH YESINA

()2} 018

Sekil 7



5/27

033

w
o

2
o

Floresan (dR)

[fzeoesk KN

Sekil 8a



Floresan (-R’ (T))

£S5 1

0004 -

Evan] ST

200

£330

6/27

& 8B =) 62 M 24 [ ) 72 74 IS b 50 &2 &4 BE 5B £ =7 kL

SidaklK °C
Sekil 8b



EATOSL L - e e e [ APE

St

Floresan(dR)

Déngiiler

Sekil 9a




Floresan (-R’ (T))

8/27

4
355
£3774
LY
R
ot B
ol ‘
B8 B EE 5y B o=

"
—t—t + +
B2 £z [ az 7] A Ak ™ Ti T4 TE e £3

SldaklK °C

Sekil 9b



Floresan(dR)

bt ]

2000

(PN

9/27

+ ) 4 r—t—t—t—t—t——tt——t
2 4 -] 5 il iZ i i6 3] 20 22 24 & =5 e 22 34 3% 8 42

Déngiiler

Sekil 10a



Floresan (-R’ (T))

10/27

W 7z 74 78 78

S(cakli °C

Sekil 10b




Floresan(dR)

430034
32000
2.)33.3..% .......... .....................................
100004 - .......... ..........................................
“ i

. 3 . MU SIS S|

' 2 4 & § 0 e 4 w B 20 ry &4 @& 2B W 32 M ki 38 43
Déngiiler

Sekil 11a



Floresan (-R' (T))

230

4,}};__.. J

] SRR

2301

0201

12/27

w 7i T4 k] 75

SidaklK °C

Sekil 11b



Floresan(dR)

423004

29200

b
b

z 4 ] ) W W2 1d &) i8 i 2 24 i 3 ko] 2 k23
Ddngiiler

Sekil 12a



Floresan (-R’ (T))

14/27

SicaklM °C

sekil 12b




15/27

g

[t .

(1p)uesaloly

Dongiiler

Sekil 13a



Floresan (-R’ (T))

16/27

4039

k]

]

103

' 3] & 6 o4 2] £§ ™ iz T4 ] Fi T )] ¥ k4 2 B5 2 32 Bl

SidaklK °C
Sekil 13b



17727

B3
[ ¥ 2
) )
[ )
.
30 e
o e A
i .. o ‘_;-‘I-‘F
O hd —
20~ *se ‘T‘T‘
°
10 . y
< <
o@

Sekil 14. CRC ve C gruplarindaki B3'tin Ct degeri.

B48
30+ *
L |
L] R )
| ]
25« M
O 204 PV
) Alh Al
) 1_ .
15+ ALl
10 ;
G

—
)
OQ-

Sekil 15. CRC ve C gruplarindaki B48'in Ct degeri.



18/27

B10

30- .
&
1
20~ R

5 AT TAA
e

10 .
0 T
o

Q
%o

Sekil 16. CRC ve C gruplaridaki B10’un Ct degeri.

B46
35m

-
ke

Sekil 17. CRC ve C gruplaridaki B46'nlnl Ct degeri.



19/27

B3

-
i —_—

30+
A

- T
o Al

20+ AxrTa

10 1 T Y

O ~ <
QQ-

Sekil 18. CRC, L ve C gruplarindaki B3'Gin Ct degeri.

B48

Sekil 19. CRC, L ve C gruplarinbaki B48'in Ct dederi.



20/27

30n

20+ 2% 4

Ct
[ 2

N ALY

*
o.,.
a _w
"

»

>

»

>

4

>

10+

B46
35 *
[1 ]
L | 1
30+
O 257 A
A A
e LY
20+ YW
—ilad
A A
15 ] 1 L
) % O

Sekil 21, CRC, L ve C gruplaridaki B46’nnl Ct degeri.



21/27

40+
304
G 20+
104
G 1 ]  § c i | | 1
ol < ™ @
¢ ¢
& &
B46 848
35m 30+ .
304 25+
5 25+ a 5 20+
| ] L ]
20+ g ¥4, 154
mb
15 y . 10 v r
™ < o ¢
ol &

Sekil 22: CRC+L'ye kars[T'deki B3, B10, B46 ve B48'in Ct degeri



22/27

B48/B10
%
L I |
2.0~ ! v
A
A A
v
1.5+ S 4 v
A a A "EI%
S oo : A M
S 104 *% s v’
o
.
0.5~
0.0 Y Y T Y
O \
& 3 3
o &
2 - =

Sekil 23. CRC, Yiiksek Risk L, Diislik Risk L ve C gruplarinidaki B48/B10 oranlCdegeri.

B3/B10

L
T

2 . A lad v
q
. ] A‘ A v v
g N
1+ 4
C , | 1
< - <
& ¥ -
[ 0
x &
2 3

Sekil 24. CRC, Yiiksek Risk L, Diisiik Risk L ve C gruplaritaki B3/B10 oranCdederi.



23/27

B46/B10
0.9 | . 4
0.8+ o.-' Y
] Adaab
- 0.7 T
E . Y —d-‘-“ v
o 0.6~ o “:E"l: v?
0.5 Las
0.4 I | | Ll
C - )
& X —
n i
o 2
i &
8 =
= 3
> o
Sekil 25. CRC, Yiiksek Risk L, Dusiik Risk L ve C gruplarindaki B46/B10 orand
degeri.
B3/B48
]
2.0+ .
154 o _*_ Aglra v
Ad ‘.‘
& 1.0+ !. A Y
s s
0.5+
D.G C: 1L L | (:
-
OQ- ~ -l
B LY
[ 2
->_ =1
Q

Sekil 26. CRC, Yiiksek Risk L, Dusiik Risk L ve C gruplarindaki B3/B48 oranJ
dederi.
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BiyoisaretciB03
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1-Ozgiilliik

AUC (%95c1) : 0.700(0.541-0.859)
Optimal kesik degeri: 26.690 (5=0.480;

AUC + %95IC: (.694 (0.537- 0.852)
Optimal kesik degeri: 15.575 (8=0.577;

E=0.944) E=0.895)
BivoisaretciB46 Biyoisaretci B48
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1-Ozgilliak 1-Ozgiilliik
AUC (%95CI) : 0.698(0.542-0.855) AUC (%95cI) : 0.691 (0.533-0.848]
Optimal kesik degeri: 22.005 (5=0.615; Optimal kesik dederi: 20,905 (5=0.360;
E=0.842) E=1.000)
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B03 - SaglKla kars[Lynch

B10 — SaglKlya kars[Lynch

I s
|
..
-
=
E E
§ z 2
==- (=
a
: i
! AUC § bad 0 3580 T
] -
| Y A
1} 52 04 ' be 10 1-Ozgiilliik
1-Ozgiilliik
AUC (%95CI) : 0.729 (0.566-(0.893) AUC {%95CT) : 0.549 (0.368-0.730)

Optimal kesik dederi: 25.650 (S=0 609, Optimal kesik degeri: 11.870($-0348;
E+0.889) _ £:0.947) |
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1-Gzglillitk 1-Ozgiilliik
AUC {%95CI) 0629 (0459.0.800) AUC (%95CI) : 0.746(0.596-0 897)
Optimal kesik degeri: 23.270 (5=0.458; Optimal kesik degeri: 19.685 (S=0.542;
E=0947) E=0.941)
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1-Ozgiilliik 1-Bzgiillilk
AUC (%95CT) : 0.714 (0.589.0.839) AUC (%95CT) : 0.580 (0.445-0.715) ’
Optimal kesik degeri: 25.650 (5=0.562; Optimal kesik degeri: 15575 (520.449;
E10 839) Es0 895)
N Biyoisaretci B46 . Biyoisaretci B48
_[ B46 — Saillkilya karsLLCR+Lynch B48 — Saglklya kars[CCR+Lynch
o - - a
| b= : |
| - -
- -
5 - . e
5
a 2 8 3
g A -]
AC: 0.865 (J.538-0 T92) AUC. 0.897 ¢0 558-0825)
3 - ! S-
1 T v T T T T - T 1 -
o0 02 a4 o8 0% . ce 2 04 *8 (-] ] .
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AUC (%95CI) :

' £0947)

Optimal kesik dederi:

0.665 (0.538-0.792)
23.125 (S=0.480;

AUC (%95CI) :

E=0.842)

Optimal kesik degeri:

'

0.697 10.568-0.815)

19 685 (5=0510; I
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Bivoisaretci B10

BO3 — CCR'ye kars[lLynch
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| 1-Ozgilliik | 1-Gzgiilliik
AUC (%95CI): 0.605 (0.436-0.774] AUC (%95CI) :  0.6A8 (0.538-0 839)
Optimal kesik degeri: 31 645 (5=0960; Optimal kesik dederi: 14.785 (5=0.654;
E=0.348) o F=0.6%6)
Biyoisaretci B46 Biyoigaretci B48
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1-Gzgiilliik 1-Ozgiilliik
AUC (%95CI): 0.555 (0392-0.719) AUC (%95CT): 0.487 (0 321-1.A53)
Optimal kesik dederi: 21.955(5=0.615; Optimal kesik dederi: 19210(S=0.520,;
E=0.542) E«(.583)
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