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OZET

DOKTORA TEZi

CESITLI BAKTERI iZOLATLARININ KULTUR FILTRATLARI VE
PROTEINLERININ iNSAN FiBROBLAST HUCRELERINDE
SITOTOKSIK VE MOLEKULER YANITLARININ
DEGERLENDIRILMESI

Fatma Necmiye KACI

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali
Danisman: Dog. Dr. Arzu GORMEZ

Kolorektal kanser, kolon ve rektumun epitel hiicrelerinde polip olusumuyla
baslayan bir kanser tiiriidiir. Olusan polipler pek ¢ok kolorektal kanser igin prekiirsor
olarak kabul edilmektedir. Kolorektal kanser kadinlarda, akciger ve meme kanserinden
sonraki tgiincti, erkelerde ise, akciger ve prostat kanserinden sonraki dordiincii 6lim
sebebini olusturmaktadir. Hastaliga sebep olabilecek muhtemel risk faktorleri
arastirtlmis, ancak kolorektal kanser patogenezi ve mikroorganizmalar arasindaki iliski
tam olarak aydinlatilamamistir. Bu nedenle calismamizda oncelikli olarak kolorektal
kanserli hastalardan alinan biyopsi Orneklerinden bakteri izolasyonlar1 yapilmistir.
Bakterilerin kiiltiir filtratlar1 ile total proteinleri izole edildikten sonra saglikli fibroblast
hiicre hattina olan etkileri; WST-8, hemoliz testi, Kaspaz-3, JC-1 ve Annexin- V analizi
yontemleri ile; gen diizeyindeki degisimleri ise qRT-PCR ydntemi ile analiz edilmistir.
[zolasyonlar sonucunda biyopsi orneklerinden 3 adet Klebsiella pneumoniae, 1 adet
Acinetobacter baumannii ve 1 adet Escherichia coli izole edilmistir. Yapilan analizler
sonucunda tiim izolatlarin kiiltiir filtratlar1 ve proteinlerinin saglikli hiicreleri 6zellikle
inflamasyon ve nekroz yoluyla 6liime gotiirdiigli sonucuna varilmistir. Gen diizeyinde
etkileri incelendiginde ise TP53, SMAD ve APC gibi tiimér suppresér genlerin
ekpresyonunda azalma, KRAS onkogeninin anlatiminda ise kontrole gore artis
gozlenmistir. Calismanin  sonuglari  degerlendirildiginde Kkolorektal kanser ile
miicadelede enfeksiyonel etmenlere yonelik tedavi stratejilerinin gelistirilmesi ve bu
etmenlerle miicadelenin kansere yakalanmamis kisilerde de uygulanmasi agisindan
literatiire yeni veriler kazandirildig: diigiiniilmektedir.

2018, 83 sayfa

Anahtar Kelimeler: Kolorektal Kanser, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,

Acinetobacter baumannii, Apoptoz, Nekroz, gRT-PCR
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EVALUATION OF THE CITOTOXIC AND MOLECULAR RESPONSE OF
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Colorectal cancer is a type of cancer that begins with the formation of polyps in
epithelial cells of the colon and rectum. Polyps formed are considered as precursors for
many colorectal cancers. Colorectal cancer is the third cause of death in women after
lung and breast cancer, fourth in men, after lung and prostate cancer. The possible risk
factors for the disease have been investigated, but the relationship between colorectal
cancer pathogenesis and microorganisms has not been fully elucidated. Therefore, in
our study, bacterial isolation was made from cancerous tissues of patients with
colorectal cancer. Bacterial culture filtrates and total proteins were isolated and their
effects on healthy fibroblast cell line were determined by WST-8, hemolysis test,
Caspase-3, JC-1 and Annexin- V analysis methods; changes in gene level were analyzed
by gRT-PCR method. As a result of isolation, 3 Klebsiella pneumoniae, 1 Escherichia
coli and 1 Acinetobacter baumannii were isolated from biopsy samples. As a result of
the analysis, it was concluded that culture filtrate and proteins of microorganisms lead
to death of healthy cells especially inflammation and necrosis. When the effects on gene
level were examined, it was observed that they caused a decrease in expression of tumor
suppressor genes such as TP53, SMAD and APC and an increase in expression of KRAS
oncogene compared to control. When the results of the study are evaluated, it is thought
that new strategies are gained to the literature in terms of the development of treatment
strategies for the treatment of infectious factors in the fight against colorectal cancer and
in the application of the fight against these factors to the people who do not have cancer.

2018, 83 page
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

Simgeler Aciklama
ug Mikrogram
um Mikrometre
cm Santimetre
dk Dakika
g Gram
Litre
M Molar
mg Miligram
ml Mililitre
mM Milimolar
mw Molekiil agirlig
S Saniye
© Derece
Kisaltmalar
AlF Apoptoz indiikleyici faktor
Apaf-1 Apoptosis protease activating factor- 1
APC Adenomatous polyposis coli
BSA Bovine serum albiimin
CAD Caspase activated DNase
CD Crohn Disease
DCC Deleted in colorectal cancer
DISC Death inducing signaling complex
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium
DR Oliim reseptorii
Endo-G Endoniikleaz G
FADD Fas—associated death domain
FAP Ailesel adenomat6z polipozis koli
FLR Fas ligand reseptorii
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HNPCC
ICAD
IBH
Kaspaz
KRAS
PARP
PLA
ROS
Smac
TCF/LEF
TGFp
TNF-R
TNFa
TRADD
TRAIL
TSA
TSB

Herediter non-polypozis kolorektal kanser
Inhibitdr of caspase activated DNase
Inflamatuvar bagirsak hastalif

Cystein dependent aspartate specific protease
Kirsten rat sarcoma

Poli ADP-riboz polimeraz

Piyojenik karaciger apsesi

Reaktif oksijen tiirleri

Second mitocondria-derived activator of caspas
T-cell factor /lymphoid enhancer factor
Transforming growth factor 8

Timor nekrosiz faktor reseptorii

Timor nekroz faktor a

Tumor necrosis factor receptor associated death domain
TNF iligkili apoptoz indiikleyici ligan

Tripton Soy Agar

Tripton Soy Broth
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1 Kanser Biyolojisi

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde boliinmesi, ¢ogalmasi ve birikmesiyle
karakterize edilmis, genetik ve cevresel faktorlerden etkilenen multifaktoriyel bir
hastaliktir. Hiicrelerin diizensiz proliferasyonu, tiimor olusumunu tetiklemekte ve
anormal hiicre topluluklarinin birikmesine neden olmaktadir. Eger bir timor hiicresi
kendini g¢evreleyen diger dokular istila ederse malign olarak, etmezse benign tiimor
olarak adlandirilir. Metastaz siirecinde ise, malign timorler viicudun diger bolgelerine
yayilarak, sekonder tiimorleri olustururlar. Programlanmis hiicre Olimii olarak
tanimlanan apoptoz mekanizmasi bozulur veya inaktif hale gelirse kanser olusumu da
ka¢inilmaz olmaktadir (Pavlopoulou et al. 2015). Kanser hiicreleri koken aldiklari hiicre
ve doku tipine gore simiflandirilmaktadir. Epitel hiicre kanserleri, “karsinoma”; bag
doku, yumusak doku ve destek doku kanserleri, “sarkoma”; sindirim sistemi
kaynaklilar, “gastrointestinal stromal tiimoérler”; immiin sistem ve hemopoietik kaynakli
kanserler, “hematolojik malignansiler (I6semi)” ve pluripotent hiicrelerden (testis ve
yumurtalik gibi) koken alanlar ise “germ hiicreli tiimorler” olarak adlandirilmaktadir

(Varricchio 2004).

Kromozomlar iizerinde siki bir sekilde paketlenmis olan genler, viicuttaki
hiicrelerin tamaminin kontroliinii sagladig i¢in, hiicrede kontrolsiiz ¢ogalma olarak
bilinen kanser de temel olarak genlerle iliskilendirilebilir. Genlerde meydana gelecek
herhangi bir fiziksel ya da kimyasal degisiklik, dogrudan genin islevini veya genin
iirlinli olan proteinin eksik veya hatali bir sekilde tliretilmesini ve boylelikle gen tiriinii
olan protein ile iligkili hiicresel islevlerin bozulmasina neden olmaktadir. Genin islevini
degistiren bir baska durum ise, genin yapisini degistirmeden islevinin degismesine
neden olan asetilasyon, deasetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, vb. gibi epigenetik
modifikasyonlardir (Blackadar 2016).

Kanser olusumunda ii¢ biiylik gen grubu rol oynamaktadir. Bunlar, tiimor

baskilayici genler, onkogenler ve DNA tamir genleridir.



1. GIRIS

Tiimor baskilayici genler, hiicrenin ¢ogalmasini ve boliinmesini kontrol eden,
hiicre dongiisiinde gorev alan, hiicrenin hasar aldigi durumlarda DNA tamir
mekanizmasini baslatan ve tamir mekanizmasinin basarisiz oldugu zamanlarda
apoptozu tetikleyen gen grubunu olusturmaktadir. En iyi bilinen tiimor baskilayici gen
TP53 genidir. TP53 genindeki fosforillenme, delesyon, insersiyon, mitotik
rekombinasyon, mutasyon ve ubikinitasyon gibi degisiklikler, genin islevinin
bozulmasina yol acarak, hiicre dongiisii kontroliiniin kaybolmasina ve karsinogeneze

neden olabilmektedir.

Onkogenler, saglikli bir organizmada hiicre biiyiimesi ve proliferasyonundan
sorumlu olan, gen ekspresyonunda, mMRNA stabilitesinin saglanmasinda, translasyonda
ve protein stabilizasyonunun diizenlenmesinde gorev alan proto-onkogenler olarak
bulunmaktadir. Proto-onkogenlerde meydana gelecek mutasyonlar, translokasyonlar,
gen duplikasyonlari, epigenetik degisiklikler ve kromozomal yeniden diizenlemeler
nedeniyle, bu genler onkogenlere doniismekte ve karsinogenez siirecini baglatmaktadir.

En iyi bilinen onkogenlere 6rnek RAS onkogenidir.

DNA tamir genleri ise, hiicre dongiisiinde gorev yapan ve DNA hasara
ugradiginda tamir igin gerekli proteinleri o bolgeye c¢ekerek, genin islevini yeniden
kazandirmaya calisan gen grubunu olusturmaktadir. Tamir mekanizmasimin basarisiz
olmas1 durumunda ise, hiicrenin apoptoz veya nekroz ile yok edilmesini saglamaktir. En

iyi bilinen DNA tamir genine 6rnek, BRCA (breast cancer) genidir (Baykara 2016).

1.2 Apoptoz, Otofaji ve Nekroz

Biyolojik siireclerde hiicrenin dongli mekanizmalarinin saglikli bir sekilde
gerceklesmesi oldukga onemlidir. Hiicre dongiisiinde yasanilan bir aksaklik hiicrede
kontrolsiiz ¢ogalmalara veya kontrollii hiicre dliimlerine neden olmaktadir. Kontrollii
hiicre 6liimlerinin en 6nemlisi olarak bilinen apoptoz, genlerle kontrol edilen, RNA,
protein sentezi ve enerjiye gereksinim duyan, kisinin yasami boyunca hiicre sayisinin
homeostatik dengesinin devamlilifin1 saglayan bir siiregtir. Bu dengenin saglanmasi
i¢cin milyonlarca hiicre apoptoza ugramakta, diger bir deyisle homeostasis geregi her bir

mitoz, bir apoptoz olay1 ile dengelenmektedir (Maiuri et al. 2007).
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Apoptoz; normal hiicre dongiisii, bagisiklik sisteminin uygun bir sekilde gelisimi
ve isleyisi, hormona bagli atrofi, embriyonik gelisim ve kimyasalla indiiklenmis hiicre
Olimii gibi ¢esitli islemler i¢in hayati bir bilesen olarak kabul edilmektedir. Apoptoz
mekanizmasinin yanlis islemesi, nérodejeneratif hastaliklar, iskemik hasar, otoimmiin
bozukluklar ve diger pek ¢ok kanser tiiriiniin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir
(Elmore 2007). Hiicresel bir siire¢ olan apoptozun erken evresinde, biyokimyasal
olarak, kromozomal DNA fragmantasyonu, fosfotidilserin lokasyonunda degisiklik ve
spesifik proteoliz ile hiicre i¢i substrat parcalanmasi ger¢eklesmektedir. Bunun sonucu
olarak da hiicre biiziilerek boyut olarak kiiciilmekte, membran asimetrisi kaybolarak
sitoplazma yogunlasmakta, organeller daha siki bir sekilde paketlenmekte ve kromatin
kondensasyonundan sonra piknoz meydana gelmektedir (Ouyang et al. 2012).
Apoptotik cisimler fagosite edildikten sonra intersitisyal dokuya hiicresel bilesenlerini
salamadiklar1 i¢in higbir inflamatuvar reaksiyona neden olmamaktadirlar (Elmore

2007).

Apoptozun diizenlenmesinde temel olarak kaspazlar (cystein dependent aspartate
specific protease) rol oynamaktadir. Kaspazlar, aktif bolgelerinde sistein aminoasiti
bulunduran ve proteinleri aspartik asit rezidiilerinden kesen proteazlardir. Apoptoz
baslaticilar (kaspaz 2, 8, 9 ve 10), apoptozu yiirlitenler (kaspaz 3, 6 ve 7) ve sitokin
aktivasyonu yapanlar (kaspaz 1, 4, 5, 11, 12 ve 14) gibi farkli kaspaz tiirleri mevcuttur.
Kaspazlarin yanisira kalsiyum, Bcl-2 ailesi, sitokrom-c, p53 gibi proteinler ile
mitokondri ve endoplazmik retikulum gibi organeller de bu siirecte rol oynamaktadir.
Bcl-2 ailesi antiapoptotikler (Bcl-2, Bcl-xI, Bcl-w, Mcl-1, A-2), apoptotikler (Bax, Bak,
Bak/Mtd, Bcl-xs, Puma, Noxa) ve regiilatorler (Bad, Bim, Bid, Bmf, Hrk) olmak {izere

kendi igerisinde ii¢ gruba ayrilmaktadir.

Antiapoptotik proteinler, mitokondrinin dis membraninda, niikleus membraninda
ve endoplazmik retikulumda bulunurlar ve iyon transportunda gérev alirlar. Ozellikle
hiicredeki kalsiyum iyonunun oranini kontrol eden pro-kaspazlar, apoptoz indiikleyici
faktor (AIF) ve sitokrom-c salinimimi engelleyerek apoptozu inhibe ederler. Apoptotik
ve regiilator Bcl-2 ailesine ait proteinler, sitozolde bulunmaktadir ve bunlar sitokrom-c
ve AIF salimmini artirarak apoptozu tetiklemektedir (Adrain and Martin 2001,
Spierings et al. 2004).
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Apoptoz iki yolla meydana gelmektedir:

1. Intrinsik (mitokondriyal sinyal yolu) apoptoz yolagi,

2. Ekstrinsik (TNFa: tiimor nekroz faktorii, TRAIL; TNF iligkili apoptoz
indiikleyici ligand ve Fas araciligi ile) apoptoz yolagi (Nikoletopoulou et al. 2013).

Intrinsik apoptoz yolag:; hiicre ici sinyaller (DNA hasar, hiicre i¢i Ca™" diizeyi
artig1, pH azalisi, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklari, UV, kemoterapi, hipoksi
gibi hiicre i¢inde strese neden olan etkenler ile hiicre icinde yasayan biyotik etmenler
(virtisler)) ile aktive olmakta ve ilk etapta mitokondrideki zar potansiyeli degismektedir.
Gelen bu uyarilara bagli olarak, regiilator proteinlerden Bid, antiapoptotik protein olan
Bcl-2’yi inaktif hale, apoptotiklerden Bax ve Bak’1 aktif hale getirmektedir. Aktiflesen
apoptotik  proteinler, mitokondri membraninda por olusumunu tetiklemekte;
mitokondride bulunan Smac/Diablo (second mitocondria-derived activator of caspase),
Endoniikleaz G (Endo-G), kalsiyum, AIF ve sitokrom-c porlardan sitoplazmaya
salinmaktadir. Smac, IAF’1 inhibe ederek, apoptozu hizlandirmaktadir. IAF’1n ortamda
bulunmasi ise kaspaz-3 ve 8’1 inaktif hale getirmektedir. Endo-G ise, DNA’y1
fragmentlere ayiwrarak, hiicreyi apoptoza gotiirmektedir. Mitokondriden salinan
sitokrom-c, apoptosis protease activating factor- 1 (Apaf-1) ve prokaspaz 9 ile birlikte
apoptozom kompleksini olusturmakta; apoptozom kompleksi, kaspaz 9’u uyarip, kaspaz
3’1 aktiflestirerek, kaspazla aktiflesen DNaz inhibitér (ICAD) ve kaspazla aktiflesen
DNaz (CAD) kompleksindeki ICAD’1 degrede ederek, CAD’in aktiflesmesini
saglamaktadir. Boylelikle serbest hale gecen CAD, DNA’y1 interniikleozomal
bolgelerden 180-200 baz cifti uzunlugunda parcalara ayirarak (DNA fragmentasyonu),
hiicreyi apoptoza gétiirmektedir (Wang and Youle 2009).

Ekstrinsik apoptoz yolagi, hiicre dis1 sinyaller (bliylime ve lireme faktorlerinin
yetersizligi, 6lim reseptorlerinin aktivasyonu (FAS-FAS ligand araciligi ile apoptoz,
TNF araciligi ile apoptoz), sitotoksik T lenfosit ve dis etkenler (iskemi, toksinler, UV,
kemoterapdtik ilaglar, radyasyon)) ile tetiklenmekte ve hiicre yiizeyindeki Olim
reseptorleri araciligiyla baslatilmaktadir. Timor nekrosiz faktor reseptorii (TNF-R1), fas
ligand reseptorii (FLR), 6liim reseptorii (DR3), TRAIL-R1/2 (DR4/5) ve DR6’y1 igeren
oliim reseptorleri, ekstrinsik apoptoz yolagini baslatabilmektedir (Sayers 2011). Bu
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reseptorlere uygun ligandlarin baglanmasi ile reseptorler trimerik yapr kazanmakta ve
boylelikle kaspaz araciligi ile hiicre 6liimii baslatilmig olmaktadir. Fas ligandi FLR’ye
baglandiginda FADD f(as—associated death domain) ile birlikte; TNFa, TNFR’ye
baglandiginda TRADD (tumor necrosis factor receptor associated death domain) ile
birlikte trimerik hale gelmekte ve ardindan prokaspazlarla birleserek DISC (death
inducing signaling complex) kompleksi olusumuna neden olmaktadir. Kompleks
olusumundan sonra prokaspaz 8, aktif kaspaz 8 haline gelmekte ve aktiflesen kaspaz 8,
dogrudan prokaspaz 7’yi, aktif kaspaz 7 haline getirdikten sonra apoptoza
gotlirebilmektedir. Bunun yaninda aktif kaspaz 7, kaspaz 3’ aktif hale getirerek ya da
intrinsik apoptoz yolagindaki Bid’i keserek kaspaz 9 araciligiyla yine kaspaz 3
tizerinden, CAD aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna neden olarak da hiicreyi
apoptoza gotiirmektedir (Ouyang et al. 2012). Bunun yaninda, perforin/granzim
yolu, granzim B ya da granzim A aracilif1 ile apoptozu baslatabilmektedir. Bu yolak,
patojenlerle enfekte edilmis hiicreler ve tiimor hiicrelerinin ortadan kaldirilmasinda
etkili olmaktadir. Sitotoksik T hiicrelerinden sentezlenen perforinler, hedef hiicre
tizerinde por olusumuna neden olur. Olusan porlar, hiicre igerisine ¢ok hizli bir sekilde
kalsiyum girisine neden olmaktadir. Hiicre igerisine giren perforinler, vezikiillerden
granzim B’nin serbest kalmasina neden olmakta ve hiicreyi aktif hale gelen kaspaz 3
aracilifiyla, DNA fragmentasyonu yoluyla apoptoza gotiirmektedir. Granzim A’da
apoptozu uyaran ve kaspaz bagimsiz yolu aktive eden sitotoksik T hiicrelerinde rol
oynamaktadir (Fan et al. 2003). Apoptozun diizenlenmesinde rol oynayan bir baska
protein ise p53’tiir. DNA hasar1 tamir edilemedigi zaman, Bax, Noxa ve Puma’y1
aktiflestirip, Bcl-2 ve Bcl-x1"yi baskilayarak hiicreyi apoptoza gotiirmektedir. Apoptotik
hiicrelerin taninmasinda kullanilan bir diger belirte¢ de hiicre membraninda bulunan
fosfotidilserin lokasyonudur. Saglikli hiicrelerde i¢ membran f{izerinde bulunurken,

apoptotik hiicrelerde dis membranda yer almaktadir.

Apoptozda, iyi bilinmeyen ve intrinsik endoplazmik retikulum yolu olarak
adlandirilan bir baska yol daha bulunmaktadir. Hipoksi, serbest radikaller veya glikoz
aclig gibi hiicresel streslerin bir sonucu olarak, ER zarar gérmekte ve yanlis katlanmig
proteinlerin olusumu ile kalsiyum iyonu sitozole salinmaktadir. Kalsiyum iyonlari,
kaspaz 9’u aktiflestirip kaspaz 3 lizerinden DNA fragmentasyonu araciligiyla hiicreyi

apoptoza gotiirmektedir (Wong 2011).
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Sekil 1.1 Apoptoz Yolagi (Ouyang et al. 2012)

Otofajik hiicre oliimii, hiicresel adaptasyon ve yasamin devamlilig1 i¢in énemli
olmakla birlikte, aglik, radyasyon, kemoterapotik ajanlar ve stres kosullari altinda,
hiicrenin kendini yemesi olarak tanimlanmaktadir. Otofaji, hiicredeki besin ve enerji
ihtiyact dogrultusunda hizl1 bir sekilde aktive edilmektedir. ilk olarak, hiicredeki hedef
bolgenin etrafinda bir membran olusturulmaktadir. Otofagozom adi verilen ¢ift kath
membranlar, hedef bdlgenin igerigini sitozoldeki diger kisimlardan ayirmakta,
olusturulan vezikiil, lizozom ile kaynasmakta ve vezikiil igerigi lizozomdaki asit
hidrolaz enzimleri aracilig1 ile degrede edilerek sitoplazmaya salinmaktadir. Boylelikle
anabolik ve katabolik hiicresel fonksiyonlar dengelenmekte, istenmeyen organeller
ortadan kaldirilmaktadir (Yoshida 2017). Otofaji olayinda, kromatin kondensasyonu
gozlenmekte ancak DNA  fragmentasyonu ve apoptotik cisim olusumu

goriilmemektedir.
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Sekil 1.2. Otofajinin Asamalar1 (Karada 2016)

Otofaji ii¢ farkli sekilde meydana gelebilmektedir:

1. Mikro otofaji: Lizozom igerisine hedef molekiiliin dogrudan alinip, degrede

edilmesiyle meydana gelmektedir.

2. Makro otofaji: Daha biiyiilk pargaciklarin, organellerin veya proteinlerin,
otofagozom igerisine alinip lizozom ile birlestirildikten sonra degrede edilmesiyle

gerceklesmektedir.

3. Saperon aracili otofaji: Hedef molekiil bir vezikiil ile ¢evrilmemekte, bunun
yerine tagidigi bir peptid sekansi Hsp73 tarafindan taninip, lizozomlara taginmaktadir

(Oz Arslan et al. 2011).
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Sekil 1.3 Otofajinin Farkli Tipleri (Mizushima et al. 2008)

Nekroz; rastgele gelisen, stres, hipoksi, toksik maddeler ve agir metaller
nedeniyle ortaya cikan, genler tarafindan kontrol edilemeyen, diizensiz bir siirectir.
Nekroz sirasinda hiicrelerde sisme, kromatin pargalanmasi ve kiimelenmesi, organel ve
plazma membranlarinda hasar ve liziz, membran asimetrisinde bozulma ve inflamasyon
gozlenmektedir. Bunun yaninda, mitokondride reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi
artmakta, ATP lretimi azalmakta ve kalsiyum kanallar1 agilmaktadir (Nicotera and
Melino 2004; Karada 2016). Nekroz, disardan gelen ¢esitli uyaranlar (fiziksel,
kimyasal) araciligiyla baslatilmakta ve ilk asamada hiicrenin iyon dengesi
bozulmaktadir. Tyon dengesinin bozulmasi, hiicredeki NAD"’m niikleer enzim poli
ADP-riboz polimeraz (PARP) tarafindan indirgenmesine neden olmaktadir. Bu
durumda ATP eksikligi ortaya ¢ikmakta, iyon yetersizligi sonucu hiicre sivi almakta,
organeller sismekte ve ozmotik basing nedeniyle patlamaktadir. Hiicre igerigi tamamen
hiicreler arasi bosluga salinmakta ve bunun sonucu olarak inflamasyon meydana

gelmektedir (Edinger and Thompson 2004).
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Sekil 1.4 Nekroz Olusum Mekanizmasi (Edinger and Thompson 2004)

1.3 Kolon Yapisi

Gastrointestinal ~ sisteminin ~ 1-1.5 metre  terminali, kolon olarak
adlandirilmaktadir. Sirasiyla, ¢gekum, ¢ikan kolon, transvers kolon, inen kolon, sigmoid

kolon ve en sonda rektum bulunmaktadir (Sekil 1.5.).

Cekum, kalin barsagin ilk boéliimiidiir; 7.5-8.5 cm ¢apa sahip en genis kismudir.
Sigmoid kolona dogru ilerledik¢e, kolon ¢ap1 daralir (2.5 cm). Buna bagli olarak, ¢ekum
timorleri daha biiyiik olduklarinda semptomatik 6zellik gosterirken, sigmoid kolon
timorleri daha kiiciikken semptomatik 6zellik gosterirler. Cekumun ucunda, uzunlugu
yaklasik 9 cm olan, tiibiiler bir yap1 ile sonlanan appendiks bulunmaktadir. Cikan kolon,
¢ekumdan baslayip yukar1 yonde karaciger sag lobuna kadar yiikselmekte ve transvers
kolon ile devam etmektedir. Ortalama uzunlugu 20 cm’dir. Transvers kolon, yaklasik 50
cm uzunlugundadir. Karmi sagdan sola gecerek, dalak onilinde sol kolon kdsesini
olusturup asag1 yonde devam etmektedir. Inen kolon, yaklasik 25cm’lik kismi
olusturmakta ve sigmoid kolon ile devam etmektedir. Sigmoid kolon, ortalama 40 cm
uzunlugundadir ve inen kolonun devamini olusturmaktadir. Sigmoid kolondan sonra

gelen bolim rektumu olusturmaktadir. Rektumun alt kisminda disar1 atilacak
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maddelerin toplandigi “ampulla recti” bulunmaktadir. Kas tabakasi ¢cok gelismistir ve

rektumun disar1 agilan kismi ise aniisii olusturmaktadir (Levine and Haggitt 1989).
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Sekil 1.5 Sindirim Sistemi (Bustos-Fernandez 2013)

Gastrointestinal sistem bazi genel yapisal 6zelliklere sahiptir. Bunlardan en
Onemlisi olan liimen, gastrointestinal sistemin igerisinde kanal seklinde bulunmakta ve 4
farkli tabakadan (igten disa dogru sirasiyla; mukoza, submukoza kas tabakasi ve seroza)

olusan bir duvar ile ¢evrili bulunmaktadir (Sekil 1.6.).
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Sekil 1.6 Liimen Yapist (Bustos-Fernandez 2013)

Kolon mukozast; ylizeyi ve kriptleri kaplayan siitunlu epitelyum, lamina propria

ve kas tabakasi olan muskularis mukozadan olugmaktadir. Konak ile liimen ortami

10



1. GIRIS

arasinda bir koruyucu olarak rol alan yiizey epitelyumu, emici hiicreler ve goblet
hiicrelerinden olusmaktadir. Emici hiicreler kolonda iyon ve su tasinmasinda aktif
olarak rol oynamaktadir. Goblet hiicreleri ise, mukoza graniillerinin sentezinden,
salgilanmasindan ve depolanmasindan sorumludur. Lamina propria, kan ve lenf
damarlar1 agisindan zengin bir bag dokudan olusmaktadir. Burada bulunan hiicreler
cogunlukla konak savunmasinda aktif olarak gorev yapmaktadir. Lamina propriada,
plazma hiicreleri (B lenfositler) bulunmaktadir. Eozinofiller, mast hiicreleri, miyeloid
hiicreler, makrofajlar ve fibroblastlar da normal olarak bu kisimda yer almaktadir.
Muskuloris mukoza ise, kaslardan olusan, mukozay1 submukozadan ayiran bir yapidir.
Mukoza ayni zamanda mukoz membran olarak da adlandirilmaktadir. Submukoza da
tipki lamina propria gibi kan ve lenf damarlar1 agisindan zengin, gevsek bir bag
dokusudur. Ek olarak bir sinir pleksusu (Meissner) icermektedir. Seroza ise, kan, lenf ve
yag dokusu agidan zengin, ince ve gevsek bir bag doku ile ortiilii bulunmaktadir (Levine

and Haggitt 1989).

1.4 Kolorektal Kanser ve Molekiiler Olusum Yolag

Kolorektal kanser ve kanserle iligkili 6limlerin, diinya genelindeki insidansi
hizla artmaktadir (Uhry et al. 2013). Kolorektal kanser kadinlarda, akciger ve meme
kanserinden sonraki {i¢iincii, erkelerde ise, akciger ve prostat kanserinden sonraki

dordiincti 6liim sebebidir (Antonic et al. 2013).

Kolon ve rektumdaki kanserler farkli tiptedirler. Karsinoid tiimorler, 6zellesmis
hormon iireten hiicrelerden gelisirken; gastrointestinal stromal tiimdrler, kajal adi
verilen kolon hiicre duvarinda bulunan 6zellesmis hiicrelerden gelismektedir. Bu tip
tiimorler, sindirim sisteminin herhangi bir yerinde bulunabilir ve benign veya malignant
ozellik gosterebilmektedir. Lenfomalar genellikle lenf nodiillerinde olusmakta ancak
kolonda olusan tiirlerinin de mevcut oldugu bilinmektedir. Sarkomalar ise, kemik ve
yumusak dokudan kaynaklanan; ilk olarak kan vesikiillerinde, bag dokuda ve kolon ve
rektum dokusunun hiicre duvarinda olusmaktadir. Sarkomalara, kolon ve rektum

dokusunda oldukga nadir rastlanmaktadir (Wu et al. 2003).

11
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Kolorektal kanser ilk olarak, kolon ve rektumun epitel hiicrelerinde gelisme
gostermektedir. i1k asama polip olusumudur. Olusan polipler pek ¢ok kolorektal kanser
icin prekiirsor olarak kabul edilmektedir. Tiimor dokusu invaziv hale geldikten sonra
epitel dokunun bazal laminasin1 gegerek, kas dokuya dogru yayilmakta ve son olarak

lenf nodiillerine, karacigere ve diger dokulara metaztas yapmaktadir (Wu et al. 2003).
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Sekil 1.7 Polipten Kanser Gelisimi (Thrumurthy et al. 2016)

Kolorektal kanser, kalitsal (genetik instabilite), inflamatuvar (inflamatuvar
bagirsak hastalig1 ile iliskili) veya sporadik olmak iizere 3 temel smifa ayrilabilir.
Kolorektal kanserlerin %80°den fazlasinin sporadik olarak meydana geldigi; %15’ inin

ise kalitsal oldugu bilinmektedir (Wu et al. 2003).

Kalitsal kolorektal kanserlerin, genlerdeki mutasyonlar sonucu olustugu yapilan
calismalarda gosterilmistir. Herediter non-polypozis kolorektal kanser (HNPCC) ve
Ailesel adenomat6z polipozis koli (FAP) nin bu grupta yer aldig1 ve otozomal dominant
olarak kalitildig1 bilinmektedir. HNPCC olusumunda Lynch I sendromu (Otozomal
dominat kaliim ve erken kanser baslangici gostermektedir) ve Lynch Il sendromu
(Lync I ile benzer o6zelliklerin yaninda, kolon dis1 kanserlere (meme, endometriyum,
over ve mide vb.) egilim gostermektedir) olmak tizere iki sendrom goriilmektedir.
Bunun yanisira HNPCC’nin  tanimlanabilmesi i¢in ~ Amsterdam  kriterleri
kullanilmaktadir. Bu kriterlere gore; bir ailedeki en az ii¢ bireyde kolorektal kanser
goriilmeli; bu ¢ aile liyesi birbiriyle birinci dereceden akraba olmali ve en az birisinde
50 yasindan once kolorektal kanser gelisimi goriilmelidir. Ayni ailede en az st {iste iki
nesil boyunca kolorektal kanserli bireyler bulunmali ve kanser olusumu patolojik olarak
net bir sekilde dogrulanmalidir. HNPCC’nin FAP ile karsilastirildiginda toplumda bes

kat daha fazla goriildiigii ve sporadik kanserli hastalarla kiyaslandiginda ise daha geng
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yaglarda ortaya c¢iktigi goriilmektedir. FAP ise APC (adenomatous polyposis coli)
genindeki bir mutasyon sonucu ortaya c¢ikmakta ve polip olusumu ile karakterize
edilmektedir. Genellikle yirmili yaslarda goriilmektedir. Hastadaki birka¢ polip
olusumu FAP hastaligini1 gostermemekle birlikte, FAP’tan s6z edebilmek i¢in en az 100
polip varligina ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu iki genetik hastaligin yani sira; Muir-Torre
Sendromu, Gardner Sendromu, Turcot Sendromu, Peutz-Jeghers Sendromu ve Cowden
Sendromu kolorektal kanserin gelisim gosterdigi genetik temelli hastaliklara 6rnek

olusturmaktadir (Fenoglio-Preiser et al. 1999).

Kronik inflamasyonun, tiim insan kanserlerinin yaklasik beste birinden sorumlu
oldugu bilinmektedir. Cevresel hasarlar, diyet, kalitsal gen polimorfizmleri,
enfeksiyonlar ve bagisiklik sistemindeki disfonksiyonlar veya bunlarin kombinasyonlari
sonucu ortaya ¢ikan kronik iltihaplanma, bagisiklik sisteminin viicudu bu tip zararh
uyaranlar1 ortadan kaldirmaya yonelik bir girisimi olarak baslamaktadir. Ancak bu doku
yikiminin kronik hale gelmesi ve doku hasari, karsinogenez olayinin baslayip devamli
hale gelmesine sebep olmaktadir. Bagirsak iltihabinin, inflamatuvar bagirsak
hastaliginin  (IBH) olusmasindan (Ulseratif kolit ve Chron hastaligl) ve Célyak
hastaliginin olusumundan sorumlu oldugu bilinmektedir. Uzun siiredir devam eden
bagirsak iltihabinin kolorektal kanser ve ince bagirsak adenokarsinomlarinin yani sira
lenfoma ve otoimmiin hastaliklar ile iliskili oldugu da yapilan c¢aligmalarda
gosterilmistir (Westbrook et al. 2016). Kolorektal kanser gelisiminin inflamasyon
aracili patogenezindeki ilk basamak kronik inflamasyon ve rejenerasyondur.
Rejenerasyon aktivitesindeki siireklilik hiperplastik (hiicre sayisinin asir1 artis) doku
olusumuna, devaminda ise neoplastik (tiimor 6zelligine sahip) doku gelisimi ile benign
ozellikli adenoma olusumuna neden olmaktadir. Adenoma (salgi bezi yapisinda olan
veya salgi bezinden gelisen benign 6zellikli epitelyal tiimodrler) olusumu sonucunda ise
displazi meydana gelmekte ve bu olgu kolorektal kanser gelisimi ile noktalanmaktadir
(Matkowskyj et al. 2013). Sporadik kolorektal kanser olusumunda goriilen, APC gen
mutasyonlari, andploidi, DNA metilasyonu, mikrosatellit kararsizligi, KRAS onkogen
aktivasyonu, DCC tiimdr supresér gen mutasyonlart ve p53 fonksiyon kaybi IBH
olusumunda da goriilmekte ancak kronik iltihaplanma bu degisikliklerin sirasim1 ve

olusum siirelerini etkilemektedir (Axelrad et al. 2016).
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Sporadik kolorektal kanserler, %85 oraninda kromozomal kararsizlik ve %15
oraninda ise mikrosatellit karasizligindan kaynaklanmaktadir. Kromozamal kararsizlik
kromozomlarin anormal bir sekilde segregasyonuna ve dolayisiyla andploidi olusumuna
neden olmaktadir. Onceki paragrafta anlatilan gen mutasyonlari ise sporadik kanserlerde
siklikla goriilen mutasyonlara ve islev kayiplarina 6rnek olusturmaktadir (Matkowskyj
et al. 2013).

Sekil 1.8 Genler Arasi Etkilesimler ( «<— :Deneysel olarak belirlenmis,

: Komsu gen, :Ko-ekspresyon) (Szklarczyk et al. 2017)

Sekil 1.10°da tez ¢alismasinda ekspresyon seviyelerine bakilan 4 farkli genin
birbiri ile olan iligkisi gosterilmigtir. Kolorektal kanserin olusumunda rol oynayan
genlerden biri olan APC geni, bir timoér siipresor gendir ve 5. kromozomun uzun
kolunun 21. segmentinde yer almaktadir (5q21). 15 ekzona sahiptir ve 310 kDa’lik bir
protein tiretmektedir. APC geni ayrica hiicre dongiisiiniin kontrolii, mikrotiibiil ve
kromozom stabilizasyonu i¢in ¢ok Onemlidir. Genin {riinii olan sitoplazmik APC
proteini, f-katenin  regiilasyonundan ve epitel hiicresinin homeostasisinin
diizenlenmesinden  sorumludur.  B-kateninin  sitoplazmada  kadherinler  gibi
transmembran hiicre ylizey adhezyon molekiilleri ile baglanti icerisinde oldugu
bilinmektedir. Wnt sinyal yolaginda gorev yapan APC proteini, sitoplazmada serbest
halde bulunan ve serin- threonin kinazlar tarafindan fosforillenmis olan [-katenini
degrede ederek, hiicre igerisindeki molekiil seviyesini diisiik diizeyde tutmaktadir.
Mutasyon veya promoter bolgesinin metilasyonu sonucu APC geninde bir fonksiyon

kayb1 oldugu zaman, sitoplazmik B-Katenin birikmekte ve B-kateninin nukleusa giderek
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MYC geninin transkripsiyon faktorlerine veya T-cell factor /lymphoid enhancer factor
(TCF/LEF) ailesinin transkripsiyon faktorlerine baglandigi, TCF4 aktivasyonunu
sagladigi ve kolonik epitel hiicrelerdeki biiylimeyi tesvik ederek, TCF4 kaybi ile
bagirsak kok hiicre populasyonunda azalmaya yol agtig1 bilinmektedir (Ulger Toprak et
al. 2006; Compare and Nardone 2013) . APC geninin iriinii olan Adenomatous
polipozis coli proteini; timor siipresor Ozellik gostermekte, negatif bir diizenleyici
olarak Wnt sinyallesmesine katilmakta ve hiicre korteksindeki mikrotiibiillerin
ERBB2'ye bagimli stabilizasyonunda araci olarak goérev yapmaktadir. APC aktivitesi,
fosforilasyon durumu ile iligkili olmakla beraber hepatosit biiyiime faktorii kaynakli
hiicre gogiinde de rol oynamaktadir. Ayn1 zamanda kolorektal tiimdr hiicrelerinde JNK
sinyal yolu ile MMP9 upregiilasyonu i¢in de gerekli oldugu bilinmektedir (Szklarczyk
et al. 2017).

Kolon kanserlerinin %30’unda ise SMAD2/4 gen mutasyonunun oldugu
saptanmigtir. SMAD2/4, transforming growth factor B (TGFp) ile iligkilidir. TGFp,
epitel hiicrelerdeki anti-proliferatif bir faktordiir. Proliferasyon asamasinda, hiicre
siklusunu durdurmakta; farklilagmayi indiiklemekte ve SMAD sinyal yolag: araciligiyla
da apoptozu tesvik etmektedir. SMAD proteinleri, nukleusun hiicre yilizeyine baglanan
TGFB ligandlarindan gelen sinyali degistirerek ve apoptozu tetikleyen genlerin
transkripsiyonunu aktif hale getirerek etki gostermektedir. SMAD2/4 mutasyona
ugradiginda, hiicre proliferasyonu kontrol edilememekte ve tiimdr olusumu meydana
gelmektedir. SMAD geninin kolorektal kanserdeki anti-metastatik roliiniin ne kadar
onemli oldugu bilinmekle birlikte, SMAD genindeki ekspresyon kaybinin, kolorektal
kanserde, tlimor olusumunu artirdifi ve karacigere metastaza yol actigi yapilan
caligmalarda bildirilmistir (Zhang et al. 2010; Samanta and Datta 2012). SMAD  gen
irtinii olan Smad proteini, TGF-B araciligiyla, pek ¢ok geninin promotdr bdlgesinde
bulunan TRE bolgesine baglanarak transkripsiyonu aktive etmektedir. SMAD geninin
kolorektal karsinomada tiimor siipresor olarak rol oynadigi bilinmektedir (Szklarczyk et

al. 2017).

Kolorektal kanserle iliskili diger bir gen ise, KRAS (kirsten rat sarcoma)
onkogenidir. KRAS geni, 21 kDa’luk bir protein kodlamaktadir. Bu protein,

ekstraselliiler sinyaller tarafindan aktif hale getirilmektedir. Adenomali bir dokuda,
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KRAS onkogeni aktif hale gelirse, adenoma tamamen biiyiiyebilir. KRAS
aktivasyonundan sonra meydana gelen adenomalarda, 18. kromozomun uzun kolunda
bulunan, tiimor supresor gendeki “deleted in colorectal cancer” (DCC) mutasyon
sonucu olusan inaktivasyon, adenomanin tamamen ilerlemesine yol ag¢maktadir.
Adenomanin karsinomaya doniigsmesine ise, 17. kromozom {izerinde bulunan p53 tiimor
stipresdr geninin inaktif hale gelmesi neden olmaktadir. p53 tiimdr supresdr gen
mutasyonlart kolon kanserinde yaygin olarak goriilmekte ve genellikle tlimdrigenez
olusum asamasinda meydana gelmektedir. Bu baglamda p53, hasarli DNA’ya sahip
hiicrelerdeki proliferasyonu sinirlamadan, APC ve RAS genlerindeki mutasyona baglh
olarak apoptozu indiiklemektedir. Apoptoz siireci baslayip adenomalar karsinomaya
dontistiikkten sonraki siireclerde (tiimor gelisiminin ge¢ asamalarinda) p53 geni inaktif
hale getirilmektedir ( Sinnott and Dunn 1950; de Leon and Roncucci 2000; Johnson and
Lewis 2002; Rupnarain et al. 2004; Al- Sohaily et al. 2012). KRAS geninin iriinii olan
KRAS proteinleri GDP / GTP'ye baglanan ve GTPaz aktivitesine sahip bir protein
grubunu olusturmaktadir. Bu protein hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde 6nemli
bir rol oynamakta, ZNF304'e bagli kolorektal kanser (CRC) hiicreleri, tiimor siipresor
genlerin  transkripsiyonel  susturulmasimmi  indiikleyerek  onkojenik  olaylarin

indiiklenmesinde gorev almaktadir. (Szklarczyk et al. 2017).

Hiicresel tiimor antijeni TP53; bircok tlimor tiirlinde bir tiimor baskilayict gorevi
gormekte, fizyolojik kosullara ve hiicre tipine bagli olarak proliferasyonun
durdurulmasini veya apoptozu tetiklemektedir. Hiicre dongiisiiniin diizenlemesinde, bu
islem i¢in gerekli olan bir dizi genin kontrol edilmesiyle hiicre boliinmesini negatif
olarak diizenlemeye yarayan bir aktiflestirici olarak yer almaktadir (Szklarczyk et al.
2017).

Wt pathway EGFRsignaling  TGFp response Loss of p53
Affected event o tvation activation inactivation function Other genetic
: alterations
Gene(s) involved APC KRAS Smad2/4 p53

.

-1

Early adenoma/ Intermediate
Dysplastic crypt adenoma

Normal epithelium Late adenoma Carcinoma Metastasis

Sekil 1.9 Kolorektal Kanser Gelisiminin Genetik Modeli (Davies et al. 2005)
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Kolorektal kansere neden olan ve sporadik kolorektal kanserlerde siklikla
gorillen kromozomal kararsizlik, mikrosatellit kararsizligi ve CpG adalarindaki
epigenetik degisiklikler de kolorektal kanserde olusumu ile sonuglanmaktadir. Tim
kromozom veya kromozom pargasi kaybi veya kazanimi, bu yolakta siklikla
goriilmektedir. Mikrosatellitler, kisa niikleotit tekrarlaridir ve tiim genoma dagilmis
halde bulunmaktadir. Icerdikleri tekrarlardan dolayi, bazen replikasyonda hatalara yol
acmaktadir. DNA replikasyonu boyunca, yanlis eslesme onarim mekanizmasi (MMR,
mismatch repair system), hatalar1 taniyip yanlis eslesen bazlar1 onarmaktadir. Ancak
mikrosatellit kararsizligindan dolayi, yapilan yanlislar tespit edilip diizeltilememektedir.
Kolorektal kanserde, CpG adalarinin metilasyonu da timor supresdr genlerin
sessizlesmesine neden olmakta ve kanser olusumunu tesvik etmektedir (Al- Sohaily et

al. 2012).

1.5 Kolorektal Kanser Evreleri

Kolorektal kanserde, kanserin prognozunu etkileyen pek c¢ok faktor yer
almaktadir. Bagirsak duvarmin kalinligi, lenf nodiillerine metastaz ve uzak metastaz,
kanserin  seyrini olumsuz yonde  degistirmektedir. Kolorektal kanserin
evrelendirilmesinde 3 farkli sistem kullanilmaktadir: Dukes Sistemi, Astler-Coller

Sistemi ve American Joint Commite’nin TNM Sistemi’dir (Akkoca et al. 2014).

Dukes Sistemi:

Evre A: TiimOr mukoza ile sinirhidir.
Evre B: Tiimor kolon duvarini, lamina propriayr asmis ve rektuma invazyon
yapmustir, lenf nodiillerine metastaz yoktur.

Evre C: Tiimor lenf nodiillerine metastaz yapar.

Astler- Coller Sistemi (Modifiye edilmis Dukes Sistemi):

Evre A: Tiimor mukoza ile sinirlidir.
Evre Bl: Tiimoér submukoza ile sinirhidir, lenf nodiillerine metastaz yoktur.

Evre B2: Timor kas dokusu ile sinirhidir, lenf nodiillerine metastaz yoktur.
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Evre Cl: Timdr bagirsak duvarini asamaz, lenf nodiillerine metastaz yapar.
Evre C2: Tiimdr bagirsak duvarini geger, lenf nodiillerine metastaz yapar.

Evre D: Uzak organ metastazi vardir.

TNM Sistemi:

Primer (Birincil) tiimor (T):

TX: Bilinmeyen primer tiimdr vardir.

TO: Primer tiimor yoktur.

Tis: Karsinom in situ gorliir.

T1: Timor mukoza ve submukoza ile sinirhdir.
T2: Tiimor lamina propria ile sinirhdir.

T3: Tiimor tiim bagirsak duvarini tutmustur.

T4: Tiimor serozayr asmis ve ¢evre dokulara metastaz yapmaistir.

Bolgesel Lenf Nodu (N):

NX: Bilinmeyen lenf nodu vardir

NO: Lenf nodunda metastaz yoktur.

N1: 1-3 lenf nodu tutulumu vardir.

N2: 4 veya daha fazla lenf nodu tutulumu vardir.

N3: Damar boyunca lenf nodu metastazi vardir.

Uzak Metastaz (M):
MX: Bilinmeyen uzak metastaz vardir.
MO: Uzak metastaz yoktur.

M1: Uzak metastaz vardir.

Cizelge 1.1 Kolorektal Kanser Evreleri (Akkoca et al. 2014)

Evre0 Tis NO MO
Evre | T1 NO MO
Evre Il T2 NO MO

T3 NO MO
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Evre 111 T4 NO MO
- N1 MO
- N2 MO
Evre IV - - M1

1.6 Kolorektal Kanser Tedavisi

Kolorektal kanserin tedavisinde diger tiim kanser cesitlerinde oldugu gibi
kanserin hangi evrede oldugu oldukca onemlidir. Kanserin bulundugu evrenin tespiti
icin, ilk olarak neoadjuvan (pre-operatif) veya adjuvan tedaviler (post-operatif)
uygulanmaktadir. Hastaligin evresi goz oOniline alinarak tedavide 4 farkli yaklagim
izlenmektedir. Bunlar: radyasyon terapisi, kemoterapi, cerrahi miidahale ve hedefe
yonelik tedavilerdir. Neoadjuvan tedavi; cerrahi miidahale Oncesi (radyoterapi,
kemoterapi, kemoradyoterapi) timor boyutunu kiigiiltmek ic¢in kullanilmaktadir. Kanser
erken evrede ise, timorlii dokunun cerrahi yontem ile ¢ikarilmasi, en eski tedavi
yontemlerinden birini olugturmaktadir. Tiimoriin morfolojik goriiniimiine bagl olarak,
eger kanserin tekrar etme ihtimalinden siipheleniliyorsa, radyasyon tedavisi ve/veya
kemoterapi gibi yardimci terapiler Onerilmektedir. Radyasyon tedavisi, genellikle
cerrahi yontemler ile timor dokusu ¢ikarildiktan sonra, komsu dokularda kalan
kalintilardan tekrar kanserli hiicrelerin biiyiimesini engellemek i¢in kullanilmaktadir.
Kemoterapi tedavisinde ise Fluorouracil (5-FU), bevacizumab, cetuximab,
panitumumab, leucovorin, irinotekan ve oxaliplatin gibi ilaglar sistemik etkiye sahip
oldugu i¢in kullanilmaktadir. Adjuvan tedavi ise cerrahi miidahale sonras1 uygulanan
yontemlerdir. Bu tedavi yontemi genellikle, cerrahi islem sonrasi kanser hiicrelerinin
metastazini 6nlemek ve kalan kanserli hiicreleri 6ldiirmek i¢in kullanilmaktadir (Sauer
et al. 2004). Neoadjuvan kemoradyoterapinin adjuvan tedavi ile kiyaslandigi zaman,

rektal kanserlerde daha etkili oldugu gosterilmistir (Wolpin et al. 2007).

1.7 Bakteri ve Kanser

Insan bagirsak mikrobiyotasinda yaklastk 100 trilyon mikroorganizma
(bakteriler, viriisler ve funguslar) yasamaktadir (Ley, Peterson, and Gordon 2006). Bu

mikroorganizmalar yagam stiline, diyetine ve konak organizmaya bagl olarak kisisel
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farkliliklar gostermektedir. Bagirsak florasinda yasayan bazi bakteri tiirleri ise konak
canli farkli olsa bile degismemektedir. Bu baglamda, insan bagirsak mikrobiyotasinda
en yaygin bakteriyel organizmalarin, Firmicutes (%30-50), Bacteroidetes (%20-40) ve
Actinobacteria (%1-10) iiyelerinden olustugu bilinmektedir. Bagirsak florasinda
fakiiltatif — anaerob  olanlar  (Lactobacillus, Enterococci, Streptococci ve
Enterobacteriaceae) baskin halde bulunurken, zorunlu anaerob olanlar da (Bacteriodes,
Eubacterium, Bifidobacterium, Fusobacterium, Peptostreptobacterium ve Atopobium)
siklikla goriilmektedir (Tlaskalova-Hogenova et al. 2004). Bagirsak mikroflorasinda
ortalama 500’den fazla tlirlin bulundugu ve intestinal simbiyotik bakterilerin yogun
olarak yer aldig1 bilinmektedir. Bunun en biiyiik nedeninin ise evrimsel siire¢ icerisinde
bu gruptaki bakterilerin insan viicuduyla mutualistik bir iliski kurabilmeyi basaran
organizmalar oldugu iddia edilmektedir (Neish 2009). Bagirsaklarda dogal mikrobiyal
flora yaninda bakteri ve viriis gibi bazi infeksiyoz etmenlerin de bulundugu ve bunlarin
cesitli kanser tipleri ile iliskilendirildigi de bilinmektedir (Sheikhian, et al. 2004).
Dokularda baz1 mikroorganizma enfeksiyonlarinin yogun olmasi durumunda kansere
yakalanma riskinin artti§i ve mikroplarla kanserin dogrudan iliskili oldugu
gosterilmistir. Helicobacter pylori ve gastrik kanser, human papilloma virlisii ve
servikal kanser; hepatit B viriisii ve karaciger kanseri buna ornek olarak verilebilir
(Warren 2006; Hausen 2009). Bazi bakteri tiirlerinin kanser i¢in potansiyel bir 6nem arz
ettigi ¢esitli ¢alismalarla ortaya konulmustur (Streptococcus bovis, H. pylori,
Fusobacterium nucleatum ve Enterococcus faecalis) ( Peek et al. 2002; Gold et al.
2004; Wang et al. 2012). Bunun yani sira 6zellikle probiyotik 6zellikte oldugu bilinen
baz tiirlerin ise kolorektal tiimor olusumunu engelledigi gosterilmistir (Lactobacillus

acidophilus ve Bifidobacterium longum) (Rowland et al. 1996; Mclintosh et al. 1999).
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Sekil 1.10 Kolorektal Kanserdeki intestinal Flora (Han et al. 2018)

Bagirsak mikrobiyotasinin enfeksiyonlara kars1 dogal bir savunma mekanizmast
olusturdugu ¢esitli ¢alismalarda belirtilmigtir. Béackhed et al. (2005) bagirsak
mikrobiyotasinin bagirsak epiteli lizerindeki yapisal roliinii, germ-free fareler tizerinde
gostermistir. Bu hayvanlarin mikroorganizmalarla enfeksiyonun da, daha uzun bagirsak
villuslarina sahip oldugu, epitel hiicrelerindeki yenilenmenin yavasladig1 ve anjiyogenez
yeteneginin azaldigi ortaya konulmustur (Neish 2009). Bunun yani sira bagirsak
mikrobiyotasinin ¢esitli metabolik fonksiyonlara sahip oldugu da bilinmektedir.
Omegin, anaerobik karbonhidrat fermantasyonun da CO,, H, ve CH,, kisa zincirli yag
asitlerinden biitirat, propiyonat, asetat lretimi yapilmaktadir. Olusan metabolitler
araciligiyla ise fenolik bilesikler, aminler, amonyak, N-nitroz bilesikleri iiretilmekte ve
iiretilen bu drlinler proteolitik fermentasyonda gorev almaktadir. Bu bilesikler, gen
ekspresyonunu, bagirsak epitel hiicre farklilasmasini ve ¢ogalmasini etkilemekte, ayni
zamanda vitamin sentezi, iyon absorbsiyonu ve mukus iiretimine de aracilik etmektedir
(Backhed et al. 2005; Boleij and Tjalsma 2012). Bagirsakta gergeklestirilen bu

mikrobiyal aktiviteler sonucunda, diyet kaynaklarindan elde edilen enerji ve yag
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depolanarak metabolizmalar1 diizenlenmekte bdylelikle hem konagin hem de
mikrobiyotanin ortamdaki substratlar1 absorbe etmeleri kolaylagmaktadir. Ancak
proteolitik fermentasyon sonucu lretilen metabolitlerden bazilar1 konak i¢in toksik
ozellikler gosterebilmektedir (Simmering et al. 2002). Bagirsak mikrobiyotasinda yer
alan organizmalarin toksik ve genotoksik metabolitleri, bagirsak hiicrelerinin yilizeyinde
bulunan reseptorlere baglanarak, hiicre igerisindeki sinyal iletimini etkilemektedir.

Enterotoksijenik Bacteroides fragilis’in (ETBF), iiretmis oldugu fragilisin
toksininin kolorektal kanserin olusumunda rol oynadigi bildirilmistir (Wu et al. 2006).
Kanser olusumunda bakteri tarafindan olusturulan genotoksik etkinin yaninda, iiretmis
oldugu toksinin bagirsak epitel hiicrelerindeki dokiilmeyi tesvik ettigi ve gama sekretaz
bagimli, hiicre-hiicre adhezyonunda rol alan proteinler olan, E kaderinlerde kesime
neden olarak siireci tetikledigi rapor edilmistir (Wu et al. 2007). Bu siirecte bagirsak
bariyerinin gegirgenligi artmakta ve epitel hiicrelerdeki B-katenin/Wnt sinyal iletimini
tetiklemektedir. Sinyal iletimindeki degisiklige bagli olarak kolorektal kanserdeki
proliferasyon ve onkogenik transformasyon da artis goriilmektedir (Wu et al. 2003).
Yapilan baska bir calismada bagirsak florasinda normalde %0.1 oraninda bulunmasi
gereken B. fragilis’in, kolorektal kanserli ¢gocuk ve yetiskinlerde %80’lere kadar ¢iktig
bildirilmektedir (Ulger Toprak et al. 2006). Wu et al. (2003) tarafindan yapilan
calismada ise, HT29/C1 hiicre hattinin B. fragilis toksini ile muamelesi sonucunda,
hiicre i¢i sinyal molekiilii olan B-katenin’in niiklear lokalizasyonunu degistirdigi, B-
katenin’in T-hiicresine bagimli transkripsiyonel aktivatore baglandiktan sonra, MYC ve
siklin-D1 transkripsiyon ile translasyonunu indiikledigi ve bdylelikle hiicresel

proliferasyonu siirekli hale getirdigi gosterilmistir.

Kolorektal kanserli 6rneklerden pek cok bakteri izole edilmis ve bunlarin
kanserle iligkileri arastirilmistir. McCoy and Mason (1951), tarafindan yapilan bir
calismada Streptococcus bovis ile ¢ekumdaki karsinoma arasinda bir iligki oldugu
sonrasinda yapilan ¢aligmalarla da desteklenmistir. S. bovis ile enfekteli bakteriyemili
hastalarin feceslerinde kontrol grubuna gore fazla miktarda S. bovis’e rastlanilmis ve bu
hastalarin %25-80’inde kolorektal kanser gelisimi gozlenmistir (Gold et al. 2004). S.
bovis ve ylizey antijeninin, bagirsak mukozasinda IL-8 {iretimini arttirdig1, nitrik oksit
ve reaktif oksijen radikallerinin olusumunu tetikledigi ve hiicre DNA’sinda

degisikliklere neden oldugu gosterilmistir (Ellmerich et al. 2000).
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1.8 Kolon Biyopsi Orneklerinden izole Edilen Bakteri Tiirleri

Klebsiella pneumoniae, agiz, deri ve bagirsaklarin normal florasinda bulunan
Gram negatif, hareketsiz, laktoz fermente edici 6zellige sahip ve fakiiltatif anaerobik
olan, gubuk seklinde bir bakteridir (Guo et al. 2012). K. pneumoniae’nin en 6nemli
viriilens faktorli, bakteriyi dogal bagisiklik sistemi hiicrelerinden ve fagositozdan
koruyan, ekstraselliiler polisakkarit yapida olan kapsiiliidir. K. pneumoniae’nin
tanimlanmis en az 79 kapsil tipi bulunmakta ve bu kapsiillerin hastalik siddeti ile
iliskisinin oldugu bilinmektedir ( Hsu et al. 2015). Pnémoni etmeni olarak bilinmesine
ragmen idrar ve safra yolu enfekiyonlari, cerrahi iglem sonrasindaki enfeksiyonlar ve
karaciger apsesine de yol actigi ¢esitli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir. Ayni
zamanda etmenin, asemptomatik divertikiilit, (Niemann and Wintzer 1995; Jovanovi¢ et
al. 2007) inflamatuar bagirsak hastaligi (Margalit et al. 2004; Wells et al. 2005)
tubulovillous adenoma, (Lai et al. 2006) kolorektal kanser, (Lim and Lim 2004) ve hatta
kolon polipektomi ile iligkili oldugu da bilinmektedir (Gross et al. 2008; Lee et al.
2008). Struve ve Krogfelt (2003) yaptiklart ¢alismada, K. pneumoniae'nin virulans
Ozelliginin kapsiil ile olan iligkisini ortaya koymak i¢in in vitro ve in vivo deneyler
gerceklestirmiglerdir. Kapsiil ekspresyonunun, K. pneumoniae'nin kapsiile edilmemis
varyant1 ile karsilastirildiginda epitel hiicrelerine baglanma kabiliyetini azalttigini;
kapsiiliin varliginin/yoklugunun gastrointestinal sistemin kolonizasyonu tizerinde higbir
etkisinin bulunmadigini aksine idrar yolunda ise bu kapsiiliin 6nemli bir viriilans faktorii

oldugunu rapor etmislerdir.

Kolorektal kanserde rol oynadigi bilinen, kolon biyopsi 6rneklerinden izole
edilen bakterilerden biri de Escherichia coli’dir. Yapilan gesitli ¢alismalar, mukozol
yiizeylerde bulunan E. coli ve kolorektal kanser arasinda net bir baglanti oldugunu
gostermistir (Swidsinski et al. 1998; Martin et al. 2004; Arthur et al. 2012). E. coli
insan mikrobiyotasinin kommensal bir bakterisidir ve kolaylikla kiiltiire alinabilen,
Gram negatif, aeroanaerobik bakterileri temsil etmektedir. E. coli, multilokus enzim
elektroforez paterni (MLEE), DNA’ya dayali multilokus sekans tiplendirme (MLST) ve
tiim genom sekans analizi sonuglara gore 4 farkl filogenetik gruba (A, B1, B2 ve D)
ayrilmaktadir (Wassenaar 2018). A ve BI1 gruplar1 genellikle patojen olmayan ve

kommensal olarak yasayan E. coli tiirlerini temsil ederken, B2 ve D gruplar1 bagirsak ve
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ekstra-intestinal hastaliklarda rol oynayan ve viriilensligi yiiksek patojen tiirleri
olusturmaktadir. Patojen E. coli tarafindan iiretilen sitotoksik nekrotizan faktorler, hiicre
siklusunu inhibe eden faktorler, hiicre Oliimiine neden olan toksinler ve kolibaktin,
konak hiicrenin hiicre siklusunu gesitli asamalarda kontrol etmektedir (Cuevas-Ramos et
al. 2010) Kolibaktin, E. coli’nin pks gen bdlgelerinden iiretilen bir genotoksindir.
Kolibaktin, DNA’da ¢ift zincir kiriklarina, hiicre siklusunun durdurulmasina ve
megalositoza yol agmaktadir. Kolibaktin ile indiiklenen DNA hasar1, kanserli hastalarda
goriilen lezyonlardaki mutasyonlar ve kromozomal kararsizlikla iligkilidir (\Wassenaar
2018). Filogenetik B2 grubunda yer alan bazi E. coli izolatlari, kolorektal kanser i¢in bir
risk faktorli oldugu bilinen, kronik bir iltihapli bagirsak hastaligi olan CD ile iliskilidir.
Bununla birlikte, tim B2 izolatlar1 i¢in ayni virlilans 06zellik gegerli degildir.
(Darfeuille-Michaud et al. 1998). Bunun disinda bazi E. coli izolatlari, kanser hiicre
lezyonlar1 ve komsu epitel hiicreleri tizerinde kolonizasyonu nedeniyle kolorektal
kanser ile iliskilendirilmektedir. Sketel et al. (2005) yaptiklar1 g¢alismada, insan
intestinal epitel hiicre hatti (Caco-2) iizerine enterohaemorajik E. coli (EHEC) ve
enteropatojenik E. coli (EPEC) izolatlarinin bir giinliik kiiltiirleri 1:30 oraninda besiyeri
ile seyreltilerek uygulanmis ve NF- kB ekpresyonunda azalma oldugunu rapor

etmislerdir.

Kolon biyopsi orneklerinden izole edilen bakterilerden bir digeri ise
Acinetobacter baumannii’dir. A. baumannii, Gram negatif, hareketsiz, firsat¢1 bir
kokobasil tiiridiir. (Dijkshoorn and Nemec 2008). A. baumannii’nin gastrointestinal
kanalda kolonize oldugu bilinmekle beraber kolonizasyonun nasil gergeklestigiyle ilgili

mekanizmalar tam olarak aydinlatilabilmis degildir.

A. baumannii izolatlari, membran porinlerinin azaltilmasi, dogal olarak ifade
edilen beta-laktamaz ve cesitli efluks pompalar1 nedeniyle bir¢ok antibiyotige karsi
diren¢ gostermektedir. Antibiyotik direncinde rol oynayan genlerin yatay gen transferi
yoluyla aktarilmasi nedeniyle giiniimiizde pek c¢ok bakteri tiirii diren¢ kazanmis
durumdadir. Acinetobacter enfeksiyonlarina karst etkili, oldukga yiiksek toksik 6zellige
sahip antibiyotiklerden biri olan kolistin, bakterilerde hiicre permeabilitesini

hedeflemekte ve tedavide son ¢are olarak kullanilmaktadir (Ketter et al. 2018).
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1.9 Tez Cahismasimin Amaci ve Onemi

Yapilan c¢alismada; kolorektal kanserli hastalardan alinan kolon biyopsi
orneklerinden bakteri izolasyonlar1 yapilarak, izole edilen bu patojenler ile kolorektal

kanser arasinda olmasi muhtemel iligkinin molekiiler boyutta ve gen diizeyinde

degerlendirilmesi amaglanmistir.
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Mikrobiyota ve hastaliklar arasindaki iligki heniiz tam olarak aydinlatilmamis
olmakla birlikte, saglikli bireyler ile hastaliktan cabuk etkilenen bireylerin 6zellikle
bagirsaklarinda yasayan mikrobiyal toplulugun bilesiminin haritalanmasi ve
karsilastirilmasi, bu iliskinin agiga cikarilmasi agisindan 6nemli goriilmekte ve bu
durum mikrobiyoloji ve tipta farkli yaklagimlarin ele alinmasin1 gerektirmektedir. Bu
arastirma alan1 halen baslangi¢ asamasinda olmasma ragmen, hayvan modelleri ve
hastalarda mikrobiyota ile inflamatuvar bagirsak hastaliklarmin (IBH) gelisimi arasinda
baglant1 oldugu sayisiz arastirmada gosterilmistir. IBH'li bireylerin iistlendigi en biiyiik
risklerden biri, kolorektal kansere olan yliksek duyarliliktir. Epidemiyoloji ¢alismalari,
kronik kolitin siiresinin ve ciddiyetinin kolorektal kanser igin 6nemli risk faktorleri
oldugunu gostermektedir. Mikrobiyotanin, {ilseratif kolit ve Crohn hastaliginin
gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi bilindiginden bakteriyel izolatlar ile kolorektal
kanser arasindaki iligkiyi aydinlatmak biiyiik 6nem arz etmektedir (Bouma and Strober
2003; Itzkowitz and Yio 2004; Rutter et al. 2004). iBH ile iliskili énemli bir risk de
kolit ile iligkili kolorektal kanser (CAC) olusumudur. Ulseratif kolit ile 30 y1l veya daha
fazla etkilenen bireylerde CAC gelisimi riski %7,6 -%8 olarak degerlendirilmistir
(Uronis and Jobin 2009). Mendes et al. (2018) yaptiklar1 ¢alismada, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus rhamnosus ve Bifidobacterium bifidum gibi bakteri
takviyesinin Kkolorektal kanserli hastalarin normal florasinda bulunan Bacteroides,
Parabacteroides, Alistipes, Akkermansia spp. Porphyromonadaceae, Coriobacteridae,
Staphylococcaceae ve Methanobacteriales tiirlerindeki artis1  engelledigini  ve
Bifidobacterium, Lactobacillus, Ruminococcus, Faecalibacterium spp., Roseburia ve

Treponema gibi tiirlerde ise sayisal olarak artisa neden oldugu sonucuna ulagmislardir.

Kolondaki adenomalar1 ve kanserleri tespit etmek amaciyla kan dolasgiminda
Streptococcus gallolyticus’un tespiti yaklasik 40 yildir giiglii bir belirteg olarak
kullanilmaktadir. S. gallolyticus’un kandaki enfeksiyonu ile kolondaki neoplazinin
birlikte goriilme siklig1 %1’in altinda olmasina ragmen, molekiiler olarak bakildiginda,
bakteriye ait DNA’nin kolondaki tiimor dokusunda ve mukozal dokularda %20-50
oraninda varlig1 énemli bir gésterge olarak degerlendirilmektedir (Boleij and Tjalsma
2013).
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Yapilan bagka bir ¢aligmada, Enterococcus faecalis izolatlarinin DNA hasarini
ve genomik dengesizligi indiikleyebilen radikal oksijen tiirlerini iireterek, hiicre disi

tirettikleri stiperoksit anyonlarinin kolorektal kanser baslaticilart olarak rol oynadig
bildirilmistir (Wang et al. 2008).

Saglikli ve kolorektal kanserli bireylerde bakteriyel kolonizasyonun arastirildigi
calismalarda, kolorektal kanserli hastalarin yaklasik %81’inde E. coli 'nin izole edildigi
rapor edilmistir. Izole edilen bakterilerin potansiyel olarak ya genotoksik E. coli ya da
adherent E. coli olabilecegi diisiiniilmiis ve potansiyel olarak genotoksik oldugu
diisiiniilen E. coli’'nin B2 filogrubuna ait oldugu, genomunda tasidigi pks (poliketit
sentez adalar1) genleri tarafindan iirettigi genotoksin ve kolibaktinin DNA’da ¢ift zincir
kiriklarina neden oldugu bildirilmistir. pks adas1 zarar gérmiis E. coli’nin, konak DNA
hasari ilizerine etkisinin, timor sayisinin ve bakteriyel invazyonunun azaldigi da aym

calismada rapor edilmistir (Cuevas-Ramos et al. 2010).

Kolorektal kanser ile piyojenik karaciger apsesi (PLA) arasindaki iliskinin
incelendigi bazi caligmalarda 6zellikle K. pneumoniae ile enfekte bireylerde pozitif
korelasyonun oldugu bilinmektedir (Guo et al. 2012). Farkli bakteri tiirlerinin PLA’ya
neden oldugu ve genellikle E. coli’nin bati iilkelerde, K. pneumoniae’nin ise dogu
tilkelerde hastalik etmeni olarak rol oynadigi bilinmektedir (Guo et al. 2012). Hsu et al
(2008), yil igerisinde tekrar eden PLA vakalarinda K. pneumoniae’nin varligini tespit
etmigler, daha ileri aragtirmalarda hastanin gizli sigmoid kolon kanseri oldugunu ve
kolonik tlimoriin rezeksiyonundan sonra karaciger apsesinin yinelenmedigini
bildirmislerdir. Ozellikle diyabetli hastalarda, bakteri ile iliskili karaciger apsesinin ve
bakteriyeminin siklikla goriildiigiinii raporlamiglardir. Huang et al. (2012), ortalama 11
y1l boyunca 2294 hasta iizerinde taramalar yaparak bu hastalarin 1194’tinde (%52), K.
pneumoniae enfeksiyonunun varligini tespit etmislerdir. K. pneumoniae ile enfekte PLA
hastalarinin, diger PLA hastalarina oranla kolorektal kansere yakalanma riskinin
oldukca yiiksek oldugunu ortaya koymuslardir. Bu baglamda yapilan baska bir
calismada da kolorektal kanserli bireylerin yaklasik %50’sinde K. pneumoniae’nin

varlig1 tespit edilmistir (Antonic et al. 2013).
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K. pneumoniae’nin PLA ve kolorektal kanser yaninda, Crohn hastalig ile de
baglantisinin olduguna yonelik bazi aragtirmalar mevcuttur. CD’nin bazi enfeksiyonel
etmenler ve bunlarin tetikledigi immiin aracili doku hasaralarinin bir sonucu olarak
meydana gelebilecegi konusunda genel bir fikir birligi vardir. Ozellikle, Klebsiella
enfeksiyonlarmin CD'li hastalarda bagirsak ve eklem dokular ile ilgili patolojik hasarin
baslatilmasinda ve siirdiiriilmesinde kilit bir role sahip oldugu mikrobiyolojik,
molekiiler ve immiinolojik ¢alismalar sonucunda belirtilmistir. Yapilan bir ¢calismada
CD’li hastalarin K. pneumoniae’ye karsi antikor sayilarinda artisin oldugu ve aymi
zamanda bu hastalarin gaitalarinda da K. pneumoniae sayisinin oldukga yiiksek oldugu
bildirilmistir (Rashid et al. 2013). Yapilan baska bir ¢aligmada ise gastrointestinal K.
pneumoniae’nin invazyon oOzelligini ne sekilde gerceklestirdigi agiklanmustir. K.
pneumoniae’nin aktif bakteriyel invazyon ve transseliller bir mekanizma yoluyla
intestinal epitelyum boyunca translokasyon yaptigi, K. pneumoniae ve intestinal epitel
hiicreleri arasindaki adhezyon ve etkilesimin, hiicresel sinyal transdiiksiyon kaskadlarini
tetikledigi bildirilmistir. Rho familyasindan GTPases Rho, Cdc42 ve PI3K/Akt
yolaginin, hiicre sitoskeletonun yeniden diizenlenmesini indiikklemek igin aktive
edildigini, bu durumunda bakterilerin invazyonuna yol agtigi ve gerceklesen
transselliler gegisle, K. pneumoniae'nin bagirsak bariyerine niifuz ederek sistemik
dolagima gectigi ve ekstraintestinal bolgelere eriserek hastaligi baslattigi tespit

edilmistir ( Hsu et al. 2015).

E. coli'nin adenomali hastalarin biyopsi oOrneklerinde %62, karsinomali
hastalarda %77 oraninda kolonize oldugu; semptomatik biyopsi orneklerinde %12 ve
asemptomatik kontrol grubunda ise %3 oraninda kolonize oldugu yapilan bir ¢caligmada
gosterilmistir (Swidsinski et al. 1998). Raisch et al. (2014) yaptiklar1 bir ¢alismada,
kolorektal kanserli hastalardan izole edilen viriilens izolatlarin %43, divertikiilozlu
kontrol grubunda ise %32 oraninda B2 grubunda yer alan izolatlarmn bulundugunu
bildirmislerdir. Arastiricilar, kolorektal kanserli hastalardan izole edilen E. coli’ nin
%57 oraninda farkli bir filogruba ait olabilecegini belirtmislerdir. Escobar-Paramo et al.
(2004) yapmis olduklar1 ¢aligmada, fast food tarzi beslenen insanlarin bagirsaklarinda
B2 tip E. coli’ nin bulunma olasiliginin ve kolorektal kansere yakalanma riskinin
arttigin1 belirtmislerdir. Benzer sekilde, bagirsak dokularinda kronik inflamasyon olan

kisilerin E. coli kaynakli kolorektal kansere yakalanma olasiliklariin arttigi da
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bilinmektedir. Bu izolatlarin {iretmis olduklar1 baz1 viriilans faktorlerinin, konakta uzun
stireli inflamatuvar yanit olusumuna neden oldugu ve sonugta malign Ozellikteki
kolorektal kanserin olusumuna yol ac¢tig1 bildirilmistir (Herrinton et al. 2012). B2 tip E.
coli izolatlar1 ile yapilan ¢alismalarda cesitli epitel hiicrelerinin bu izolat ile muamelesi
sonucunda hiicrelerin uzadigi, hiicre siklusunun c¢esitli agamalarinda durduldugu ve bu
izolatin hiicreleri senesense ittigi gézlenmistir (Cuevas-Ramos et al. 2010;Wassenaar
2018).

Lee et al. (2001), A. baumannii’nin epitel hiicreleri apoptoza gotiiren siireci
inceledikleri ¢caligmalarinda bakteriyel izolatin 8 saatlik canli kiiltiirii, kiiltiir filtrat1 ve
formalin ile Oldiiriilmiis t¢ farkli formu, Hela hiicre hatti iizerine uygulanmis ve
kaspaz-3 enzim aktivisindeki degisiklikler tespit edilmistir. Sonuglar, kontrol grubuna
gore A. baumannii enfeksiyonunun HeLa hiicre hatti {izerinde kaspaz-3 enzim aktivitesi

araciligryla hiicreyi apoptoza gotiirdiigiinii gostermistir (Lee et al. 2001).

Krzyminska et al. (2012) tarafindan yapilan baska bir ¢calismada, Acinetobacter
calcoaceticus—baumannii izolatlarinin epitel hiicreler tizerindeki interaksiyonu
arastirilmistir. Calismalarinda epitel hiicrelerdeki sitotoksisitenin indiiksiyonu igin
bakteriyel temasin yani sira, adhezyon ve invazyonun da gerekli oldugunu
gostermislerdir. Bakteriyal kiiltiir filtratlar: (1:2- 1:512 araligindaki konsantrasyonlarda)
ile enfekte edilmis hiicrelerde 24 saatlik inkiibasyon sonucunda, hiicre boyutunun
kiiciilmesi, DNA’nin fragmentasyonu ve kromatin yogunlagmasi gibi apoptoz ile
karakterize edilen ayirt edici ozellikler taramali elektron mikroskobundan alinan
gorlntiiler ile ortaya cikarilmistir. Apoptotik ve nekrotik hiicre popiilasyonu ise
propidyum iyodiir ve akridin turuncusu (100 pg/ml) ile floresan mikroskop altinda
goriiniir hale getirilmistir. Calismada 24 saatlik A. calcoaceticus ve A. baumannii
izolatlarina ait kiiltlir filtratlarinin hiicre hatt1 ile inkiibasyonu sonucunda, hiicrelerin
%50'sinden fazlasinda apoptozun ayirt edici Ozelliklerini gosterdiklerini rapor

etmislerdir.

Smani et al. (2011), kolisitine direngli ve duyarli A. baumannii izolatlarinin,
inflamasyon ve oksidatif stres aracilifiyla akciger hiicrelerinin 6liimiine neden oldugu

sonucuna varmiglardir.
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Smani et al. (2015) yaptiklar1 baska bir ¢alismada ise, lizofosfotidil kolinin
(LPC) (immiin hiicrelerin uyarilmasinda rol alan, okaryotik hiicrelerdeki fosfolipitin
major bilesenlerindendir) A. baumannii'nin neden oldugu enfeksiyonlar1 tedavi etmek
igin yararli olup olmadigini in vivo deneylerle gostermislerdir. Yaptiklari ¢alismada
LPC tedavisinin, akcigerlerde ve dalaktaki bakteriyel popiilasyonu azalttigini ve
hayvanlarda sagkalim oranini artirdigini rapor etmislerdir. Ilging bir sekilde, A.
baumannii ile farelerin enfeksiyonundan sonra ilk 2 saatte serum LPC seviyelerinin
azaldig@in1 ve bu azalmanin proinflamatuar sitokinler olan TNF-a ve IL-6 diizeylerindeki

artigla birlikte oldugunu bulmuslardir.

Zaika et al. (2015) yaptiklar1 ¢alismada H. pylori ile enfekte olmus gastrik
hiicrelerde TP53 gen ekspresyon seviyesinin azaldigini bildirmislerdir. Intraselliiler
bakteriyal bir patojen olan Chlamydia trachomatis ve diger Chlamydia tiirlerinin de p53
protein degredasyonuna neden oldugu yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir (Gonzalez et
al. 2014, Siegl et al. 2014). Enteropatojen Shigella flexneri’nin de p53 inhibisiyonuna,
giiclii genotoksik strese ve hiicresel hasara neden oldugu da yapilan g¢aligmalarda
bildirilmistir (Bergounioux et al. 2012). Yapilan baska bir ¢aligmada da insan gastrik
kanser hiicre hatlar1 (NU1, AGS ve Kato III) H. pylori ile enfekte edilmis ve TP53
geninin ekspresyonunda azalmanin timor olusumunda rol oynayabilecegi yapilan

caligma ile rapor edilmistir (Wei et al. 2010).

Hoffenberg et al. (1999) yaptiklar1 ¢alismada, ¢ocuklar iizerinde net bir sekilde
calisilip tamimlanmamis olan, semptomatik poliplerin klinik spektrumu ve ailesel
polipozis siklig1 izerinde durmuslardir. Jiivenil polipozis koli, 10 veya daha fazla sayida
polip olusumuyla karakterize edilen bir hastalik olarak tanimlanmis olup, ¢aligmada 72
cocuk (0,4-18 yas), KRAS mutasyonlari, TP53 overekspresyonu ve andploidi agisindan
arastirtlmis ve herhangi bir degisiklige rastlanilmamistir. Jiivenil poliposiz koliye sahip
cocuklarda semptomatik polip olusumu ve aneminin siklikla olustu§u sonucuna

varmiglardir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1 Materyal

Tez kapsamindaki arastirmalarda kullanilan saglikli (normal) insan dermal
fibroblast (ATCC® PCS-201-012™) hiicre hattt ATCC™ hiicre kiiltiirii koleksiyonundan
temin edilmistir. Calismada, Erzurum Atatiirk Universitesi, Tip Fakiiltesi Hastanesi,
Tibbi Patoloji Boliimii, kolon kanserli hastalardan biyopsi ornekleri alimi “Atatiirk
Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu” tarafindan verilen
15.08.2017 tarihli ve B.30.2.ATA.0.01.00/85 sayili yazis1 ve 10 nolu Karar ile
onaylanmistir. Alinan biyopsi drneklerinden izole edilen bakteriyel izolatlar tezin ana
materyalini olusturmaktadir. Tez ¢alismasinda kullanilan kitler Cizelge 3.1°de, Erzurum
Teknik Universitesi, Yiiksek Teknoloji Arastirma Merkezi Laboratuvari’nda mevcut

olan ve calismada kullanilan cihazlar ise Cizelge 3.2’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 Calismada Kullanilan Kitler

Kitler Alindig1 Firma

Annexin V FITC Kit Beckman

Caspase-3 Colorimetric Assay Kit Biovision

cDNA Sentez Kiti Applied Biosystems™
CVDK-8 Kit Ecotechbiotechnology (Turkey)
DMEM Sigma-Aldrich® (Germany)
JC-1 Mitochondrial Membrane Potantial ~ Cayman

Assay Kit

PureLink Genomic DNA Mini Kit Invitrogen™

PureLink PCR Purification Kit Invitrogen™

RNA izolasyon Kiti Invitrogen™

Sybr Green Master Mix Applied Biosystems™

Cizelge 3.2 Caligmada Kullanilan Cihazlar

Cihazin Ad1 Modeli
Analitik Terazi (0,0001) Shimadzu ATX 224
Biyogiivenlik Kabini ESCO NordicSafe™
Buzdolabi Edesa
CO>’li inkiibator (1151t) Esco, Ccl-170b
Calkalamali Inkiibator Zhicheng-Zhwy-2102c
Derin Dondurucu (-20) J.P. Selecta
Derin Dondurucu (-86) Esco, Uus-439b

Dijital Mikrobiyolojik Emniyet Kabini  ESCO, AC2-4E8M
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Cizelge 3.2 (devami)

Cihazin Adx Modeli
Elektroforez Tanki Biorad, Dikey
Elektroforez Tanki Biorad, Yatay
Gili¢ Kaynagi Biorad, PowerPac

Isiticili Manyetik Karigtirict
Isitici-Sogutucu Kuru Blok
Invert Mikroskop

Masaltistii pH Metre
Mikrodalga Firin
Mikroskop

Otoklav

PCR Cihaz1

Santrifiij

Sogutmali Santrifii
Spektrofotometre
Spektrofotometre
Sterilizator

Su Banyosu

Terazi

Ultra Saf Su Cihazi
UV-Visible Spektrofotometre
Vorteks

Daihan, Shr

Bioer, Ch 202

Leica DFC450C Model: CH-9435
Adwa, AD1000

Vestel

Zeiss, Prima Star

JSR, Jsac-60

Sensequest

Hettich Zentrifugen Universal 320R
Hettich, Universal 320R

Biotek, EPOCH

Thermo Scientific Multiscan Go
Microtech, Mst 55

Daihan

Desis, NHB

Millipore, Q-3w

Mecasys, Optizen uv/vis

Wisd Wisemix VM-10

3.1.1 Kullamlan Besiyerleri ve Cozeltiler

%10’luk APS ¢ozeltisi: 1 g amonyum persiilfat tartilarak 10 ml dH,0 igerisinde

¢Oziilmiis ve +4°C’de muhafaza edilmistir.

%10’luk SDS cozeltisi: 10 g SDS, 100 ml dH,0O igerisinde ¢6zdiiriilmiis ve
otoklav ile sterilize edilmistir. Hazirlanan ¢o6zelti kullanilincaya kadar oda sicakliginda

muhafaza edilmistir (Wilson 1997).

%15’lik Ayirma Jeli: 1,42 ml 100, 975 pl 2M Tris (pH: 8.8), 2,5 ml %30
Akrilamid karigimi, 50 pl %10 SDS, 50 ul %10 APS ve 5 ul TEMED ile karistirilarak

hazirlanmastir.
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%15’1lik Yiikleme Jeli: 1,8 ml H,O, 312,5 pl 1M Tris (pH: 6.8), 335 ul %30
Akrilamid karigimi, 25 ul %10 SDS, 25 pl %10 APS ve 2,5 ul TEMED ile karistirilarak

hazirlanmstir.

10X Phosphate Buffered Saline (PBS) pH 7.0 Cozeltisi: 80 g NaCl, 2 g KCl,
14,4 g Nay;HPO,4 ve 2,4 g KH,PO,4 800 ml distile su igerisinde ¢ozdiiriilerek. pH’s1t HCI
ile 7.4’e ayarlandiktan sonra, dH,O ile hacmi 1 L’ye tamamlanmistir. Hazirlanan PBS

¢oOzeltisi otoklavda sterilize edilerek oda sicakliginda muhafaza edilmistir.

1M Tris (pH:6.8): 121,1 g Tris HCI (mw: 121,1), 750 ml dH,O igerisinde
cozdiriilerek pH’si, HCl ile 6.8’¢ ayarlandiktan sonra, son hacim 1 L’ye
tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti otoklavda sterilize edildikten sonra +4°C’de

muhafaza edilmistir.

1X SDS-PAGE Jel Yiiriitme Tamponu: 3 g Trisma Base, 14,4 g Glisinve 1 g
SDS 1 L dH,0 igerisinde ¢ozdiiriilerek hazirlanmistir.

1X TAE Tamponu: 100 ml 10X TAE tamponu, 900 ml dH,O igerisine

eklenerek hacmi 1000 ml’ye tamamlanmistir (Gormez 2011).

2M Tris (pH:8.8): 250 ml dH,O igerisinde 96,91 g Tris HCl (mw: 121,1)
cozdiirtilerek pH’s1, HCI ile 8.8’e ayarlanmis ve son hacim 400 ml’ye tamamlanarak

otoklavlandiktan sonra +4°C’de muhafaza edilmistir.

6X yiikleme tamponu: 0,025 g bromofenol blue boyasi, 1,25 ml %10’luk SDS
ve 12,5 ml gliserol ile karistirildiktan sonra 6,25 ml steril dH,O igerisinde

¢Ozduriilmiistiir. Hazirlanan karisim +4°C’de muhafaza edilmistir.

Columbia Blood Agar Base (Oxoid): (Bileseni (g/L); Special Peptone: 23,
Nisasta: 1, Sodium Chloride: 5, Agar: 10) 1 L dH,O igerisine 39 g besi ortami ilave
edilerek, otoklavda 121°C’de 15 dk steril edilmigtir. Besi ortamlarinin sicakligr ~
SOOC’ye ulastiktan sonra 500 ml’si icin (Bileseni (mg/L); Vancomycin: 35,
Trimethoprim: 2,5, Cefsulodin: 2,5, Amphotericin B: 2,5) karisim1 2 ml dH,0O igerisinde
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cozdiiriilerek aseptik kosullarda besi ortamina eklenmistir. Son olarak, 35 ml “Laked

Horse Blood (Thermo)” besi ortamina ilave edilerek steril petrilere dokiilmiistiir.

Cristensen Urea Agar Base (HiMedia): (Bileseni (g/L); Peptone: 1, Glikoz:1,
Sodium Chloride: 5, Disodium phosphate: 1,2, Monopotassium phosphate: 0,8, Phenol
red: 0,012 ve Agar: 15) 1 L dH,O igerisine hazirlanan besi ortami ilave edilerek,
hazirlanan ¢ozelti otoklavda 121°C’de 15 dk sterilize edilmistir. Sicaklik ~ SOOC’ye
ulastiktan sonra besi ortamma 50 ml %40’lik Ure soliisyonu aseptik kosullarda

eklenerek hazirlanmistir.

Etidyum bromiir cézeltisi: 1 g etidyum bromiir, 100 ml dH,O igerisinde
¢ozdiiriilerek, 10 mg/ml konsantrasyonda stok soliisyon hazirlanmistir. Hazirlanan stok
sollisyonundan 100 mg alinarak 10 ml distile su igerisinde yeniden ¢ozdiiriilmiis (0,5

ug/ml) ve karanlk sartlarda, +4 "C’de muhafaza edilmistir (Adigiizel 2006).

PMSF (Fenil Metil Siilfonil Floriir): 0,174 g PMSF, 10 ml izopropanol
icerisinde ¢ozdiiriilerek stok soliisyon 100 mM olacak sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan

karisim -20° C’de karanlik kosullarda muhafaza edilmistir.

Proteinaz K: 20 mg proteinaz K, 1 ml steril dH,0O igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve

hazirlanan ¢6zelti kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir (Wilson 1997).

SDS-PAGE Jel Destaining Tamponu: Hacmi 1 L olacak sekilde 100 ml asetik

asit, 300 ml etil alkol ve 600 ml dH,0 ilave edilerek hazirlanmistir.

SDS-PAGE Jel Staining Tamponu: Hacmi 1 L olacak sekilde hazirlanan SDS-
PAGE Jel Destaining Tampona 1 g Coomassie Brillant Blue R ilave edilerek

hazirlanmastir.
Triptik Soy Agar (TSA): (Bileseni (g/L); Tripton: 15,0, Soy Pepton: 5,0,

Sodyum Kilorit: 5,0, Agar: 15,0) Triptic Soy Agar besiyeri 1 L dH,O igerisine 40 g
olacak sekilde ilave edilerek, 121°C’de 15 dk sterilize edilerek hazirlanmustir.
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Tripton Soy Broth (TSB) (Lab M): (Bileseni (g/L); Tripton (casein digest):
17,0, Soy Pepton: 3, Sodyum Kilorit: 5, Dipotasyum hidrojen fosfat: 2,5, Dekstroz: 2,5)
1 L dH0 igerisine 30 g Tripton Soy Broth karisimi ilave edilerek, otoklavda 121°C’de

15 dk sterilize edilerek hazirlanmstir.

3.2 Yontem

3.2.1 Kolon Biyopsi Orneklerinden Bakteriyel izolasyon

Kolon kanserli hastalardan alinan biyopsi 6rnekleri, %1 glikoz iceren TSB besi
ortamina alinarak 37°C'de 3-5 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siireci sonunda besi
ortamindan 100 pl alinarak TSA’ya inokule edilmistir. Inokulasyon sonucunda besi
ortamlar1 37°C'de aneorobik jar igerisinde mikroaerofil ortam olugsturacak sekilde
inkiibe edilerek bakteri gelisimleri takip edilmistir. Izole edilen bakteriler, selektif
olarak hazirlanmis igerisinde trimethoprim, sefosporinlerden sefsulodin, vankomisin ve
amfoterisin B i¢eren “Laked Horse Blood (Thermo)” eklenmis “Columbia Blood Agar

Base” igerisinde gelistirilmistir.

3.2.2 Bakterilerin Tanilanmasi

Izole edilen bakterilerin tan1lanmasinda asagidaki yontemler kullanilmustir.

3.2.2.1 Bakterilerin Klasik Yontemlerle Tanilanmasi

a. Hiicre Morfolojisi Testi

Elde edilen izolatlarin, hiicre sekillerinin tespit edilmesi amaciyla ilk olarak basit
boyamalar yapilmistir. Lam iizerine yayilan taze bakteri kiiltlirleri, havada
kurutulduktan sonra, alev yardimiyla lam {izerinde fikse edilmistir. Fiksasyon
isleminden sonra, lam {izerine kristal viyole eklenerek, 3-4 dk bekletildikten sonra, boya
saf su ile uzaklastirilarak kurultulmus ve mikroskop altinda inceleme yapilmistir

(Saygil1 1995).
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b. Koloni Sekli ve Rengi

Bu yontemde otoklavda steril hale getirilmis TSA besiyeri, steril petri kutularina
dokiilmistiir. Besiyerinin katilasmasi beklendikten ve yiizey kurumasi saglandiktan
sonra TSB’de biiyiitiilen izolatlardan 0,1 ml alinmis ve %70’lik (v/v) alkolde tutularak
sterilize edilmis olan cam baget yardimiyla, tiim yiizeye homojen bir dagilim gosterecek
sekilde yayilmustir. Izolatlar 37°C'de mikroaerofilik kosullarda inkiibe ediltikten sonra
koloni sekli ve rengi tespit edilmistir (Michael and Abbot, 2002).

c. Gram Boyama

Gram boyama, bakterilerin hiicre duvarindaki farkliliklarin esas alinarak
yapildig1 morfolojik tanilamada siklikla kullanilan yontemlerden biridir. Gram boyama
testi i¢in; 6ze yardimiyla lam iizerine alinan bakteri kiiltiirlerinin iizerine bir iki damla
serum fizyolojik ilave edilerek lam iizerine yayma ekim yapilmistir. Preparatlar lam
tizerine fikse edildikten sonra iizerine kristal viyole soliisyonu eklenerek 2 dk
bekletilmistir. Akabinde su ile yikanarak baglanmayan boyalar uzaklastirilmis ve liigol
solisyonu eklenerek 1 dk bekletilmistir. Yikama isleminden sonra, dekolorizasyon
islemi i¢in, %96’lik etil alkol uygulanarak 15-20 s bekletilen preparatlar su ile yikanmis
ve son olarak sulu fuksin ile muamele edilerek 2 dk daha bekletilmistir. Boya
uzaklastirilip, kurutma islemi gerceklestirildikten sonra mikroskopta immersiyon yagi

yardimiyla 100X objektifte inceleme yapilmistir (Morris et al. 2018).

d. Oksidaz Testi

Bakterilerin tanilanmasinda morfolojik 6zelliklerin yani sira biyokimyasal
ozelliklere de siklikla basvurulmaktadir. Sitokrom sistemi genellikle son elektron alicisi
oksijen olan aerobik organizmalarda bulunmaktadir. Sitokrom sisteminde kilit enzim
olarak bilinen, verici bilesiklerin (NADH) elektron alicilarina (genellikle oksijen)
elektron taginmasini katalize eden, sitokrom oksidaz veya indofenol oksidaz (bir demir
iceren hemoprotein) igeren izolatlar oksidaz pozitif olarak degerlendirilmektedir. Bu
amagla uygulanan yontemde; test reaktifi olarak enzim (oksidaz) i¢in suni bir elektron
alicis1 roliinii iistlenen N, N, N ', N'-tetrametil p-fenilendiamin dihidrokloriir reaktif

olarak kullanilmaktadir. Bu reaktif oksitlendiginde, renkli bir bilesik olan indofenol
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maviyi  olusturdugundan mavi renk olusumu oksidaz = pozitif  olarak
degerlendirilmektedir. Yontemin uygulanisinda; filtre kagidi, direkt plaka, swab,
emdirilmis oksidaz test bandi ve test tiipli gibi farkli oksidaz testleri kullanilmaktadir.
Calismada bu testlerden emdirilmis oksidaz test bandi metodu tercih edilmistir. Bu
amagla, 16-24 saatlik taze bakteri kiiltlirleri hazirlanmis ve ticari olarak “Bactident®
Oxidase Merck” firmasindan satin alinmis disklere emdirilerek ortaya ¢ikan renk

degisimi (koyu mor veya mavi) ile oksidaz varligi tespit edilmistir (Piot et al. 1982).

e. Ureaz Testi

Ureaz, diisiik pH ortaminda iireyi parcalayarak amonyaga doniistiiren ve bu
esnada ortamin pH'simi alkalilestiren bir enzimdir. Bu enzime sahip olan bakterilerin
tespiti amaciyla uygulanan bu testte, Cristensen Urea Agar Base besi ortaminda
gelistirilen izolatlar ortamda bulunan iireyi par¢alayarak besi ortaminin rengini 15-20 dk
icerisinde saridan pembeye doniistiirmektedir. Besi ortaminda renk degisimine neden
olan izolatlar iireaz pozitif olarak degerlendirilmektedir. Bu amacla uygulanan bu testte
bakteri izolatlar1 Cristensen Urea Agar Base besi ortamina ¢izgi ekim yapilarak 37°C'de
mikroaerofilik kosullarda inkiibe edilmis ve renk degisimine bagli olarak sonuglar

degerlendirilmistir (MacFaddin 2000).

f. Katalaz Testi

Katalaz, hidrojen peroksiti oksijen ve suya pargalayan bir enzimdir. Hidrojen
peroksit, bazi1 bakteriler tarafindan, sekerlerin aerobik parcalanmasinin oksidatif bir son
tirtinii olarak olugmaktadir. Baz1 bakteri izolatlar1 katalaz enzimleri araciligiyla hiicrede
yiiksek oranda bulunan hidrojen peroksitin toksik etkisinden korunmaktadirlar. Bakteri
izolatlarinin bu enzime sahip olup olmadigini tespit etmek amaciyla uygulanan bu
yontemde; bir test tiipiine bir 6ze dolusu bakteri kiiltiirii ile onun {izerini 6rtecek sekilde
0,2 ml, %3’lik hidrojen peroksit (H2O;) ¢ozeltisi ilave edilmis ve 10 sn igerisinde
kabarcik olusumu takip edilmistir. Kabarcik olusumu gozlenen izolatlar katalaz pozitif

olarak degerlendirilmistir (Piot et al. 1982).
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3.2.2.2 Bakterilerin Molekiiler Yontemlerle Tanillanmasi

a. Bakterilerden Genomik DNA izolasyonu

Bakterileri molekiiler olarak tanilama amaciyla ilk olarak genomik DNA
izolasyonu yapilmistir. Columbia Blood Agar Base besi ortaminda gelistirilen bakteriler
toplanarak, PBS ile yitkanmis ve santrifiij edilerek, siipernatant1 atildiktan sonra, pellet
tizerinden DNA izolasyonu igin ticari olarak satin alinan kit protokoliine (PureLink™

Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen) uygun olarak DNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir.

Bu amacla;
1. Baglangicta 2x10 hiicre olacak sekilde DNA izolasyonuna baslanilmistir.
2. 180 pl “PureLink™ Genomic Digestion Buffer” icerisinde pellet ¢oziilmiistiir.
3. Hiicre lizatinin {izerine 20 pl “Proteinase K” eklenerek, vortekslendikten
sonra 55° C’de yaklasik 3 saat inkiibe edilmistir.
4. Inkiibasyon sonunda lizat iizerine 20 pl “RNase A” eklenerek karistirilmis ve
oda sicakliginda 2 dk inkiibe edilmistir.
5. Karigim {izerine 200 pl “PureLink™ Genomic Lysis/ Binding Buffer”
eklenerek homojen bir soliisyon elde edilene kadar vortekslenmistir.
6. Elde edilen homojen soliisyonun iizerine 200 pl %96-100’lik etil alkol
eklenmis ve 5 s boyunca iyice vortekslenmistir.
7. Elde edilen homojenat (~ 640 pl), toplama tiipii gegirilmis, “PureLink™ Spin
Column” igerisine aktarilarak, 10.000 g’de 1 dk boyunca oda sicakliginda
santrifiij edilmistir.
8. Toplama tiiplindeki alt siv1 uzaklastirildiktan sonra, 500 pl “Wash Buffer 1”
kolona eklenerek, 10.000 g’de 1 dk boyunca oda sicakliginda santrifiij islemi
gergeklestirilmistir. Ayni islem “Wash Buffer 2” icin de gergeklestirilmis ve
maksimum hizda 3 dk boyunca santrifiij edilmistir.
9. Son asamada kolon, steril bir toplama tiipiine alinarak, iizerine ~ 100 pl
“PureLink™ Genomic Elution Buffer” eklenmis ve oda sicakligindaki 1
dakikalik inkiibasyondan sonra maksimum hizda 1 dakikalik santrifiij islemi

sonrasinda, kolondaki DNA saf olarak elde edilmistir.
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Elde edilen DNA 6rneklerinin konsantrasyonu ve safligi spektrofotometre ile

belirlendikten sonra kullanilincaya kadar -20°C’de saklanmustir.

b. Bakterilerin 16S rRNA Bolgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
Cogaltilmasi

Yapilan DNA izolasyonu sonucunda elde edilen DNA orneklerinin 16S rRNA
bolgesini cogaltmak i¢in, forward primer olarak; 27F=5"-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’, reverse primer olarak; 1391R=5"-
GACGGGCGGTGTGTRCA-3’ evrensel primerleri kullanilmistir. PCR reaksiyonu
kurulurken her bir 6rnek i¢in, 10X PCR Buffer’dan 5 pl; ANTP miksinden (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP, 10 mM) 1 ul; forward ve reverse primerlerden 1’er ul; MgCl,’dan
(50 uM) 4 pl; 5 unit/pl Tag DNA polimerazdan 0,5 pl ve steril dH,O’dan 35,5 pul olacak
sekilde toplam 47.5 ul reaksiyon karisimi hazirlanmigtir. Her bir reaksiyon tiipiine 2.5 pl
template DNA eklenerek toplam hacim 50 pl’ye tamamlanmistir. Hazirlanan tiipler
PCR cihazina yerlestirilerek, reaksiyon kosullari, 95°C’de 2 dk, 94°C’de 1 dk, 53°C’de
1 dk, 72°C’de 90 s 30 dongii ve final uzamasi 72°C’de 10 dk olacak sekilde
gerceklestirilmistir (Turner et al. 1999).

¢. 16S rRNA PCR Uriinlerinin Elektroforezi

PCR iiriinlerinin jel elektroforezi ile goriintiilenmesi i¢in %1°lik agaroz jel
hazirlanmigtir. 1 g agaroz tartilmis ve 100 ml 1X TAE tamponu igerisinde
cozdiirilmistiir. Hazirlanan karigim mikrodalga firinda homojen hale gelinceye kadar
kaynatilmistir. Ardindan sicaklik yaklasik 50°C’ye geldiginde igerisine konsantrasyonu
0,5 pg/ml olan etidyum bromiirden 3,5 pl eklenmistir. Hazirlanan jel karisimi, taraklari
takilmis olan jel kasetinin igerisine dokiilmiis ve agarozun polimerlesmesi i¢in yaklasik
30 dk beklenmistir. 30 dk sonunda taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikarilmis ve g¢ikarilan
jel, 1X TAE tamponu ile dolu olan elektroforez tankina yerlestirilmistir. ilk kuyucuga 1
kb DNA markir1 (HyperLadder 1kb; 200, 400, 600, 800, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
4000, 5000, 6000, 8000, 10037 bp) diger kuyucuklara ise 5 pul PCR iiriinii 2 pl 6X
yiikleme tamponu ile karistirilarak yliklenmistir. Jel sistemi giic kaynagina baglanmis ve
90 voltta 1 saat ylritiilmiistiir. Jel goriintilleme sistemi yardimiyla, DNA bantlar

goriiniir hale getirilmistir.
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d. 16S rRNA PCR Uriinlerinin Jelden Saflastirilmasi

16S rRNA PCR’1 yapilan 6rneklerin sekansa gonderilmeden 6nce saflastirilmasi
igin “PureLink™ PCR Purification Kit” protokolii takip edilmistir. ~ 50 ul olan PCR
iiriinlerinin iizerine, hacminin 4 kati kadar “PureLink®™ Binding Buffer (B2)” eklenmis
ve hazirlanan karisim, “PureLink® Spin Column”a aktarildiktan sonra, oda
sicakliginda 10.000 g’de 1 dk boyunca santrifiij edilmistir. Toplama tiiptindeki siv1
uzaklastirildiktan sonra, 650 ul “Wash Buffer” kolona eklenmis ve santrifiij basamagi
tekrar edilmistir. Alt sivi uzaklastirildiktan sonra, kolonda kalan “Wash Buffer”
uzaklastirmak igin kolon maksimum hizda 3 dk boyunca santrifiij edilmistir. Son
asamada kolon, steril bir toplama tiipline alinarak, tizerine ~ 50 pl “Elution Buffer”
eklenmis ve oda sicakligindaki 1 dakikalik inkiibasyondan sonra maksimum hizda 2

dakikalik santrifiij islemi sonrasinda, kolondaki PCR iiriinleri saf olarak elde edilmistir.

e. 16S rRNA Sekans Analizi

16S rRNA gen bolgelerinin baz dizilimlerinin analizi, hizmet alimi yolu ile
gerceklestirilmistir. PCR iriinlerinden ~50 pl alinarak, Oligomer Biyoteknoloji
firmasina (Tiirkiye) gonderilmis ve firma tarafindan gonderilen sekans sonuclari
“BioEdit programi” aracilii ile analiz edilmistir. Fasta formatina c¢evrilmis sekans
dizileri anlamli hale getirildikten sonra, “BLAST programi” araciligiyla analiz edilmis
ve Gen Bankasindaki dizilerle kiyaslama yapildiktan sonra, kanserli kolon dokularindan

izole edilen bakterilerin tiir seviyesinde tanisi gergeklestirilmistir (Adiguzel et al. 2015)

3.2.3 Bakterilerden Kiiltiir Filtrat1 Eldesi

Bakteri izolatlari, tek bir koloni olacak sekilde 6ze yardimi ile alinarak 100 ml
hacminde hazirlanan TSB igerisine inokule edilerek 37°C’de mikroaerofilik ortamda
inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda drnekler maksimum hizda 15 dk
boyunca santrifiij edilmis ve siipernatant 0,22 pm’lik filtreden gegirilerek, cell-free

supernatant: kiiltiir filtrat1 elde edilmistir (Dusane et al. 2013).
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3.2.4 Bakteriyel Protein izolasyonu

Bakteriyel proteinlerin izolasyonu, Schnaitman metodunun modifiye edilmesiyle
gerceklestirilmistir. Bu amacla, 1g bakteri soguk PBS ile li¢c kez yikanarak olusan
bakteriyal pellet, EDTA (1 mM/L) ve fenimetilsiilfonilflorid (PMSF) (1 mM/L) igeren
10 ml’lik pH’s1 7.8 olan Tris.HCl (0.050 M) icerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Bakteriyel
siispansiyon her biri 45 s olacak sekilde 2 dk ara verilerek 8 kez sonike edilmistir (150
MSE). Sonikasyon sonucunda pargalanan hiicreler, 1.500 g’de 15 dk santrifiij edilmistir.
Bakteriyel pellet, 10 ml’lik pH’s1 7.8 olan Tris.HCl (0.050 M) igerisinde yeniden
¢ozdiiriilerek final konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde DNAse ve RNAse (Sigma-
Aldrich, USA) eklenmistir. Siispansiyon 37°C’de 2 saat inkiibe edilmis ve
inkiibasyondan sonra 150.000 g’de 4°C’de 45 dk boyunca santrifiijlenmistir. Olusan
pellet 10 ml hacimdeki %2’lik Sarcosine (Sigma-Aldrich, USA) i¢inde ¢6zdiiriilmiis ve
30 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Siipernatant uzaklastirilarak, pellet nazikce
PBS ile yikanmig ve pH'st 7.8 olan 1 mM PMSF igeren Iml PBS iginde yeniden
¢ozdirilmistiir (Sheikhian et al. 2004).

3.2.5 Bakteriyel Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Calismada elde edilen proteinlerin konsantrasyonu Bradford yontemi ile
belirlenmistir. 96 kuyucuklu platelere, hazirlanan 1X Bradford soliisyonundan 90 pl
eklenerek tizerine 10 pl protein O6rnegi ilave edilmistir. Plateler, 10 dk inkiibasyona
birakilmis ve ardindan 595 nm’de 6l¢iim alinmistir. Bovine Serum Albiimin (BSA) ile

hazirlanan standart grafigi baz alinarak protein konsantrasyonlari belirlenmistir.

3.2.6 Kiiltiir Filtrati ve Bakteriyel Proteinlerin SDS-PAGE ile Analizi

Kiiltiir filtrat1 ve total proteinlerin analizi i¢in kullanilan SDS-PAGE’de, %15°1lik
ayirma ve yilikleme jeli kullanilmistir. Bu amagla hazirlanan kiiltiir filtrati ve protein
ornekleri; ayirma jeli i¢in total hacim 5 ml, yiikleme jeli i¢in ise 2,5 ml olacak sekilde
hazirlanmistir. Ardindan yiikleme jeli ayirma jelinin tizerine dokiilerek polimerlesmesi
icin 45 dk beklenilmistir. Hazirlanan kiiltiir filtratlarindan 15 pl alinarak 5 pl boya (60
ul laemmli boya +6 pl B-merkaptoetanol) ile karigtirilmis ve 100 °C’de 5 dk denatiire
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edildikten sonra buz iizerine alinmistir. 5 dk’lik inkiibasyon siiresi sonunda sisteme
yiiklenerek 75 V’ta yaklasik 3-4 saat boyunca yiiriitiilmiistiir. Tiim 6rnekler Coomassie
blue ile goriinlir hale getirilmistir. Ayn1 yontem protein 6rneklerinin analizi i¢in de

gerceklestirilmistir (Sheikhian et al. 2004).

3.2.7 Hiicre Kiiltiri

Calismada kullanilan saglikli fibroblast hiicre hatt1 flasklarda tek katman olacak
sekilde %10 FBS (Fetal Bovine Serum), %1 penisilin/streptomisin igeren Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM) besiyeri igerisinde 37°C’de, pH dengesinin
korunmast i¢in %5 CO; igeren ortamda biyiitiilmiistir. %70-80 konfluense ulagan
hiicreler haftada en az iki kez pasajlanarak ¢ogaltilmistir. Flasktaki besiyeri
uzaklastirilarak, PBS (Phosphate Buffered Saline) ile iic kez yikanmis ve % 0,1
trypsin/EDTA eklenerek 5 dk boyunca inkiibe edilmistir. Hiicreler flask tabanindan
tamamen ayrilinca, tripsini inhibe etmek amaciyla besiyeri eklenmis ve hiicreler 15
ml’lik santrifiij tiipleri igerisinde 1200 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij edilmistir.

Stipernatant uzaklastirilmis ve besiyeri ile yeni flaska siispanse edilmistir.

3.2.8 Hiicre Canhhgmn WST-8 Testi ile Analizi

WST-8 [2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)- 5-(2,4-disulfophenyl)-
2H -tetrazolium, monosodium salt] negatif yiiklii bir bilesik olmasi nedeniyle hiicre
membranin1 gegcememekte, ortamda bir elektron alict molekiil varsa indirgenmekte ve
suda ¢oziilebilir bir formazan boya iiretmektedir. WST-8, hiicrelerdeki dehidrojenaz
enzimleri ile indirgenerek hiicre kiiltiirii ortaminda ¢6ziiniir olan turuncu renkli bir iiriin
(formazan) olusturmaktadir (Sekil 3.1). Hiicrelerdeki dehidrojenazlar tarafindan iiretilen
formazan boyas1 miktari, canli hiicrelerin sayist ile dogru orantili oldugundan hiicre
proliferasyonunun direkt bir gostergesi olarak kullanilmaktadir. Bu nedenle WST- 8’in
canlt hiicreleri saptama hassasiyeti, diger tetrazolyum tuzlar1 olan MTT, XTT, MTS
veya WST-1’den daha yiiksektir. Bu amacgla saglikli fibroblast hiicre hattina
uygulanacak optimum kiiltiir filtrat1 ve protein konsantrasyonunu belirlemek igin

calismada WST-8 hiicre proliferasyon testi yapilmstir.
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Calismada WST-8 miktar Olglimiine dayanan Cell Viability Detection Kit-8
(CVDK-8) kullanilmustir. Her bir kuyucukta 5x10° hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu
platelere saglikli fibroblast hiicreleri inkiibe edilmis ve hiicre kiltiri %70-80
konfluense ulastiktan sonra belirlenen doz konsantrasyonlarinda (%6,25, %12,5, %25,
%50 ve %100) izole edilmis bakteriyal kiiltiir filtratlar1 ve (31,25; 62,5; 125; 250 pug/ml)
proteinler ayri ayr1 kuyucuklara 6 tekrar olacak sekilde eklenmistir. Kontrol grubu
olarak, herhangi bir madde uygulanmamis hiicrelere ait kuyucuk kullanilmistir. 48
saatlik inkiibasyondan sonra her kuyucuga steril ve karanlik kosullarda kuyucuk
hacminin %10’u kadar WST-8 soliisyonu eklenmis ve kiiltiirler 37°C’de %5 CO;
ortaminda 3-4 saat inkiibe edildikten sonra, 96 kuyucuklu plate, spektrofotometrede 450
nm dalga boyunda okutulmus ve absorbans degerleri elde edilmistir. Uygulanan her doz
icin formiile gbre yiizde canlilik ve sitotoksisite degerleri hesaplanarak apoptozun
saptamasi i¢in uygulanacak deneylerde uygun kiiltiir filtrati ve protein konsantrasyon

araligi belirlenmistir.

NO.
electron mediator WST-8 50, g FOs - J@/
reckioed fom - Ny N
colorless 0.5 4 | I g 4
"’;’“ S = N=n
dleckon medstar WST-8 formazan Ij\ I)
HLO NO, MO0 NO

WST-8 WST-8 Formazan

Sekil 3.1 WST-8 ile Formazan Bilesiginin Olusumu

3.2.9 Hemolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Elde edilen kiiltiir filtratlarinin ve izole edilen proteinlerin eritrosit hiicrelerine
olan etkisini degerlendirmek i¢in hemolitik aktivite testi yapilmustir. Ticari olarak satin
alimmig tam kan oOrneginden 4 ml alinmis ve iizerine 8§ ml D-PBS (Dulbecco’s
phosphate- buffered saline) eklenmistir. Serumdan kirmizi kan hiicrelerini ayirmak i¢in
10016 g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Santifiigasyon sonrasinda 5 kez steril D-PBS ile
yikanan kirmizi kan hiicreleri 40 ml D-PBS ile yeniden diliie edilmistir. Diliie edilen
kirmiz1 kan hiicrelerinden 200 pl alinrak tizerine 800 pl belirlenen konsantrasyonlarda
(%25, %50 ve %100) izole edilmis bakteriyal kiiltiir filtratlar1 ve (31,25; 62,5; 1C50

png/ml) proteinler eklenmistir. Hazirlanan siispansiyon kisa siire vortekslenmis ve oda
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sicakliginda statik konumda 4 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda,
ornekler tekrar kisa siire vortekslenmis ve 10016 g’de 3 dk santrifiij edilmistir. Her bir
ornekten alinan 100 pl supernatant, 96 kuyucuklu platelere aktarilmis ve hemoglobinin
maksimum absorbans gosterdigi 577 nm’de Ol¢ctim alimmistir. Referans dalgaboyu
olarak 655 nm kullanilmistir. 200 pl diliie edilmis kirmizi kan hiicresi + 800 pul dH,0O
pozitif kontrol olarak, 200 pl diliie edilmis kirmizi kan hiicresi + 800 pl D-PBS ise

negatif kontrol olarak kullanilmis ve her bir 6rnek i¢in 3 tekrar ¢alisilmistir.
3.2.10 Kaspaz-3 Enzim Aktivitesindeki Degisimin Saptanmasi

Kaspaz-3 enzim aktivitesindeki degisiklikler apoptozun tayininde kullanilan en
onemli belirteglerden birini olusturmaktadir. Bu metotta DEVD-pNA, kaspaz-3 enzimi
icin isaretlenmis bir substrat olarak kullaniimakta ve enzim aktivitesi sonucu kromofor
p-nitroanilid (pNA) ‘in 405 nm’deki absorbans degerine gore sonuglar elde edilmektedir
(Sekil 3.2).

Caspase3
s Q er, AT Jiﬁ O,
pNA

0 Ac-DEVD-pNA 0 Ac-DEVD = 405 nm)

(/ max

Sekil 3.2 Kaspaz-3 Enzim Aktivitesi Reaksiyonu

Bu amagla ¢alismada Caspase-3/CPP32 Colorimetric Assay Kiti (BioVision)
kullanilmistir. Kit prosediiriine uygun olarak 6 kuyucuklu platelere, her kuyucukta
1x10° saghkli fibroblast hiicreleri / 2 ml olacak sekilde ekim yapilmis; CVDK-8 analizi
sonucu belirlenen konsantrasyonlarda (%50 ve %100) kiltir filtratt ve IC50 (K.
pneumoniae izolatlar1 i¢in 46 pg/ml, 46 pg/ml, 92 pg/ml, E. coli izolat1 i¢in 46 pg/ml ve
A. baumannii izolat1 i¢in ise 47 pg/ml) degerinde protein ornekleri hiicre hatti lizerine
uygulanmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonucunda, kuyucuklardaki hiicreler tripsin
yardimt ile kaldirilmis ve 15 ml’lik falkonlar igerisine toplanmistir. Hiicrelerin alindigi
kuyucuklar soguk 1X’lik PBS ile yikanmis ve daha oOnceden toplanan hiicreler
falkonlara eklenmistir. Ardindan 1000 rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edilerek iist sivi
uzaklastirllmis ve pellet 50 pl soguk “Cell Lysis Buffer” igerisinde ¢ozdiiriildiikten
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sonra steril ependorflara alinarak, 10 dk buz iizerinde inkiibe edilmistir. inkiibasyon
siresi sonunda 10.000 g’de 1 dk santrifiij edilerek alinan siipernatantlar steril
ependorflara aktarilarak tizerlerine 100 ul “Cell Lysis Buffer” eklenmistir. Total hacmin
yarisi, Bradford testi i¢in ayrilmistir. Her bir 6rnekten 50 pl alinarak iki tekrar olacak
sekilde 96 kuyucuklu platelere aktarilmistir. Karanlikta her bir kuyucuga 50 pl “2X
Reaction Buffer” (10 mM Dithiothreitol (DTT) igermeli) ve 5 ul DEVD-pNA eklenerek
2 saat boyunca 37°C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun ardindan 405 nm’de &l¢iim
alinmistir. Protein konsantrasyonunu belirlemek i¢in yonteminde standart olarak BSA
kullanilmistir. 1:25, 1:50 ve 1:100 oranlarinda seyreltilerek hazirlanan standart protein
ornekleri 25 pl hacimde olacak sekilde 96 kuyucuklu platelere iki tekrarli olarak
ekilmistir. Bradford reaktifi olarak “Coomassie blue G-250” boyas: her bir kuyucuga

200 pl eklenerek 595 nm’de spektrofotometrede 6l¢tim alinmistir.

3.2.11 Mitokondriyal Membran Potansiyelindeki (MMP) Azalmanin Saptanmasi

Apoptozun belirlenmesinde, Kaspaz-3 enzim aktivitesini konfirme etmek igin,
onemli belirteclerden biri de mitokondriyal enzim aktivitesindeki azalmanin
saptanmasidir. Bu amagcla sitoflorimetrik, lipofilik ve katyonik bir boya olan JC-1
kullanilmaktadir. Yasayan hiicrelerde mitokondri igerisinde birikmekte olan bu boya
agregatlar olusturmakta ve bunun sonucunda kirmizi floresan i1sima vermektedir.
Apoptotik veya o6l hiicrelerde boya mitokondriye gecemediginden sitoplazmada
monomer formda kalarak, yesil floresan 1s1ma vermektedir. Yesil floresanin kirmizi
floresana oran1 mitokondriyal membran potansiyel oranindaki azalmay: gostermektedir.
Bu amagla caligmada JC-1 Mitochondrial Membrane Potential Assay Kit (Cayman)
kullanilmistir. Kit prosediiriine uygun olarak 6 kuyucuklu platelere, her kuyucukta
1x10° saglikli fibroblast hiicreleri / 2 ml hiicre olacak sekilde ekim yapilarak CVDK-8
analizi sonucu belirlenen konsantrasyonlarda (%50 ve %100) kiiltiir filtrati ve 1C50
degerinde protein Ornekleri hiicrelerin iizerine uygulanmistir. 48 saatlik inkiibasyon
sonucunda, kuyucuklardaki hiicreler tripsin yardimi ile kaldirilmis ve 15 ml’lik
falkonlar icerisine toplanmistir. Hiicrelerin alindigi kuyucuklar soguk 1X’lik PBS ile
yikanmis ve daha Onceden toplanan hiicreler falkonlara eklenmistir. Ardindan 1000
rpm’de 10 dk boyunca santrifiij edilerek iist sivi uzaklastirilmis ve pellet 300 pl full

besiyeri igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra {lizerine 30 ul JC-1 boyasi eklenerek pipetaj
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yapilmistir. Hiicreler 37°C’de ~30 dk inkiibe edildikten sonra 400 g’de 5 dk santrifijj
edilmistir. Santrifligasyon sonrasinda siipernatant atilarak pellet 200 pl “Assay Buffer”
icerisinde ¢ozdiirtildiikten sonra tekrar 400 g’de 5 dk santriflij edilmistir. Bu basamak
bir kez daha tekrar edilmis ve son asamada pellet {izerine 300 pl “Assay Buffer”
eklendikten sonra her bir Ornekten 100 pl alinarak, siyah 96 kuyucuklu platelere
aktarilarak yesil floresan igin 485 ve 535 nm, kirmizi floresan igin 535 ve 595 nm’de

spektrofotometrede 6lgiim alinmustir (Reers et al. 1991).

3.2.12 Annexin-V Analizi ile Apoptotik Hiicre Populasyonunun Saptanmasi

Apoptozun belirlenmesinde kullanilan diger bir yontem de hiicre membran
icerisinde bulunan fosfotidilserin (PS) lokasyonunun belirlenmesidir. Fosfotidilserin
saglikli hiicrelerde membranin i¢ kisminda yer almakta, apoptotik hiicrelerde ise
ekstraseliiller kisimda bulunmaktadir. Bu durumun belirlenebilmesi i¢in c¢alismada
“Annexin A5-FITC Kit-Apoptosis Detection Kit (Beckman Coulter)” kit protokolii
izlenmistir. Kit protokoliine uygun olarak 6 kuyucuklu platelere, her kuyucukta 1x10°
saglikli fibroblast hiicreleri /2 ml olacak sekilde ekim yapilmis ve CVDK-8 analizi
sonucu belirlenen konsantrasyonlarda (%50) kiiltiir filtrat1 ve IC50 degerinde protein
ornekleri hiicrelere uygulanmistir. 48 saatlik inkiibasyon sonrasi, hiicreler toplanmis ve
iki kez soguk PBS ile yikanarak 4°C’de 500 g’de 5 dk santrifiij edilmistir. Stipernatant
atilarak olusan pellet soguk “1X Binding Buffer” icerisinde ¢ozdiiriilmiis ve 100 pl
hiicre siispansiyonu i¢in, buz tizerinde cam FACS tiipleri igerisine transfer edilmistir.
Her bir o6rnegin tizerine 5 pl propidyum iyodir (PI) ve 1 pl annexin A5-FITC
eklenmistir. Tiip buz iizerinde 15 dk karanlikta inkiibe edilmis ve son olarak 400 pl
soguk “1X Binding Buffer” eklenerek, sonuglar flow sitometri cihazinda analiz

edilmistir.

3.2.13 Total RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

Saglikl1 fibroblast hiicrelerine belirlenen konsantrasyonlarda (%50) kiiltiir filtrati
ve IC50 degerinde protein ornekleri inokule edilmis ve 48 saat sonunda PureLink™
RNA Mini Kiti (Invitrogen™) ile total RNA izolasyonu yapilmistir. Protole gore,
hiicreler oda sicakliginda 12.000 g’de 2 dk santrifiij edilmistir. RNA igeren sivi fazin
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hepsi yeni bir ependorf tiipline alinarak iizerine 500 pl %70’lik etanol eklenmis ve
vortekslenmistir. Orneklerden 700 pl alinarak kit igerisindeki kolonlara aktarilmis ve
oda sicakliginda 12.000 g’de 15 s santrifiij edilmistir. Orneklerin geri kalan1 da aym
sekilde kolonlara aktarilarak santrifiij edilmis ve kolondan gegmeleri saglanmistir. Kitin
icerisindeki Wash 1 ve Wash II soliisyonlar1 yikama islemleri i¢in kullanilmigtir.
Kolondaki 6rneklere 700 pul Wash I eklenerek 12.000 g’de 15 s santrifiij edildikten
sonra 500 ul Wash II eklenerek yeniden 12.000 g’de 15 s santrifiij edilmistir. Wash II
soliisyonuyla yikama islemi iki kez tekrar edilmistir.  Tiiplin altindaki siv1
uzaklagtirilarak, kolon bos bir sekilde 12.000 g’de 2 dk santrifiij edilmistir. Kolonlar
toplama tiiptinden c¢ikarilarak, steril ependorf tiipe takilmis ve iizerine 30 pul RNase
icermeyen dH,O ecklenerek oda sicakliginda 1 dk bekletilmistir. Daha sonra oda
sicakliginda 12.000 g’de 2 dk santrifiij edilerek RNA Ornekleri ependorf tiipte
toplanmistir. RNA 6rnekleri kullanilincaya kadar -80°C’de muhafaza edilmistir. izole
edilen RNA o6rneklerinin miktar ve saflig1 nanodrop ile 6l¢giilerek RNA miktar1 tespit
edilmistir. cDNA sentezi i¢in RNA miktarlarinin esitlenmesi amaciyla, okunan en

diisitk RNA degeri standart olarak alinmistir.

3.2.14 cDNA Sentezi ve Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

cDNA sentezi i¢in “High Capacity cDNA Reverse Transcription Kiti” (Applied
Biosystems™ ) kullanilmis ve iireticinin Onerdigi protokol izlenmistir. Buna gore
cDNA sentezi i¢in; 10pul RNA 6rnegi, 2 pl 10X RT random primer, 2 pul 10X RT buffer,
0,8 pul 25X dANTP mix (100mM), 4,2 ul niikleaz igermeyen dH,O ve son olarak da 1l

MultiScribe™Reverse Transcriptase enzimi kullanilmistir.

Hazirlanan Ornekler, termal dongli cihazina yerlestirilerek 25°C’de 10 dk,
37°C’de 120 dk, 85°C’de 5 dk ve 4°C’de o« olacak sekilde programlanmustir. Elde
edilen cDNA 6rnekleri kullanilincaya kadar -20'C’de saklanmustir.

Secilen genlere ait mRNA seviyelerinin belirlenmesi icin revers transkripsiyon
ile elde edilen cDNA’lar spesifik primerlerin varliginda Real Time-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (gqRT-PCR) ile amplifiye edilmistir. Amplifiye edilen genlere ait

primerlerin sekanslar1 asagidaki cizelgede verilmistir (Cizelge 3.3.).
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Cizelge 3.3 qRT-PCR’da Kullanilan Primerler

Gen Adi Forward Primer (5°- 3°) Reverse Primer (5°- 3°)
APC CTGAGCGGCAGAATGAAG TTGGTTCCCAGATGACTTGT
KRAS TTTTGTCTCCTTTCCACTGC  CCATTTCATACTGGGTCTGC
SMAD ATTCACGCCGCCAGTTGT CACTTTTCTTCCTGCCCATT

TP53 GAGGATGGGGAGTAGGACAT ATTCAACAGTGAGGGACAGC
GAPDH TTCCCAAAGTCCTCCTGTTT  ATGGTGTCTGAGCGATGTG

Real Time-PCR da her bir reaksiyon li¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir. Her
bir drnek igin 2 pl cDNA, 5ul Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems™), 2 ul
niikleaz icermeyen dH,O ve 0,5 pl primer olacak sekilde qRT-PCR reaksiyon karigimi
hazirlanmistir. Hazirlanan karisim vortekslendikten sonra, hava kabarcigi kalmamasi ve
orneklerin tamamamen dibe ¢okmesi amaciyla spin cihazinda yaklasik 1 dk santrifiij

edilmistir.

Hazir hale gelen ornekler “Qiagen Rotor-Gene Q Real-Time PCR cihazi”na
yerlestirilmis ve reaksiyon kosullar1 50°C’de 2 dk, 95°C’de 10 dk x 40 dongii, 95°C’de
15 s ve 60°C’de 1 dk olacak sekilde ayarlanmistir. Calismada GAPDH referans gen
(housekeeping)  olarak  kullamilmistir. RT-PCR  analizleri sonucunda gen

ekspresyonundaki farkliliklarin hesaplanmasinda 2° AT metodu kullanilmistur.

3.2.15 istatistiksel Analizler

(Calismalar sonucunda elde edilen verilen istatistiksel analizi, SPSS® versiyon
20.0 ile gerceklestirilmistir. Sonuglar ortalama + standart hata olarak verilmistir.
Istatistiksel degerlendirme igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) testi kullanilmis ve

istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1 Kolon Biyopsi Orneklerinden Bakteri izolasyonu

Erzurum Atatiirk Universitesi, Tip Fakiiltesi Hastanesi, Tibbi Patoloji Boliimi,
kolon kanserli hastalardan alinan 10 adet biyopsi drnegi PBS ile yikandiktan sonra %1
glikoz igeren TSB igerisine inokule edilmistir. Alinan biyopsi orneklerinin sadece 5
tanesinden bakteriyel izolatlar elde edilmistir. Gelisen organizmalarin tamami sivi
kiltiirden alinarak TSA besiyerine ekilmis ve 37°C'de mikroaerofilik kosullarda 1 giin
boyunca inkiibe edilmistir. Gelisen bakteri kolonileri incelenerek, morfolojik olarak
farkli olanlar belirlenmis ve akabinde saf kiiltiir elde etmek amaciyla yeni besiyerine
ekimleri yapilmistir. Mikroaerofilik kosullardaki, 24 saatlik inkiibasyon sonucunda elde
edilen saf kiiltarlerin, 500 pl LB broth + 500 ul %30°luk gliserol igeren tiiplere alinarak

sonraki ¢caligmalarda kullanilmak {izere -80°C’de stok kiiltlirleri hazirlanmuistir.

4.2 Bakterilerin Tanilanmasi

4.2.1 Bakterilerin Klasik Yontemlerle Tanillanmasi

Kolorektal kanserli hastalardan alinan biyopsi Orneklerinden izole edilen
bakterilerin tanilanmasi i¢in ilk olarak morfolojik testler yapilmistir. Bakteri
izolatlarmin morfolojik 6zellikleri (hiicre ve koloni sekli, rengi ve gram boyama)
yaninda biyokimyasal farkliliklarini ortaya koymak amaciyla oksidaz, iireaz ve katalaz

testleri gergeklestirilmis ve sonuglar Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1 izolatlarin Morfolojik ve Biyokimyasal Ozellikleri

Morfolojik Testler Biyokimyasal Testler

ngéa; Hiicre Koloni  Koloni Gram Oksidaz Ureaz Katalaz
Morfolojisi Sekli Rengi Boyama Testi Testi Testi

FNK1 Cubuk Diiz Krem - + + +
FNK2 Cubuk Diiz Krem - + + +
FNK3 Cubuk Diiz Krem - + + +
FNK4 Cubuk Diiz Krem - + - +
FNK5  Kokobasil Diiz Krem - - - +
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4.2.2 Bakterilerin Molekiiler Yontemlerle Tanilanmasi

Bakterilerin DNA izolasyonu “PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, Invitrogen”
protokoliine uygun olarak gergeklestirilmistir. izole edilen DNA’larin konsantrasyonlari
FNKI1: 89,59 ng/ul; FNK2: 141,4 ng/ul; FNK3: 81,18 ng/ul; FNK4: 289,6 ng/ul ve
FNKS: 319 ng/ul olarak tespit edilmistir. Elde edilen DNA o6rnekleri, sonraki

asamalarda kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

Bakterilerin 16S rRNA Bolgelerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile

Cogaltilmasi

Bakteriyel izolatlarin tanisinda kullanilan 16S rRNA boélgeleri universal
primerler kullanilarak PCR ile amplifiye edilmis ve PCR iiriinleri %1 olarak hazirlanan

agaroz jel elektroforezinde goriintiilenmistir (Sekil 4.1) (lirlinlerin boyu ~1450 baz cifti

uzunlugundadir).
Marker 1
2000 bg #
1500 bg  ‘—t-
1000 by —r-

Sekil 4.1 izolatlarm 16S rRNA Bélgelerinin Elektroforez Gériintiisii

Elektroforezde ayristirilan 16S  rRNA gen bdlgesi iriinleri sekansa
gonderilmeden Once “PureLink™ PCR Purification Kit” kullanilarak saflastirilmis ve
saflagtirilan PCR iirlinlerinin dizi analizi ¢ift yonlii olarak hizmet alimi araciligiyla
gerceklestirilmistir. Elde edilen diziler Bioedit Programi ve Blast algoritmasi

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqgi) kullanilarak GenBank’ta kayitli diger tiirlerle

karsilastirilmistir. 16S rRNA bolgelerinin  karsilastirilmasit sonucunda izolatlardan
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ticiiniin Klebsiella pneumoniae, birinin Acinetobacter baumannii ve digerinin de

Escherichia coli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.2)

Cizelge 4.2 Izolatlarin Sekans Analiz Sonuglar1

izolatin Kodu Tam Sonucu GenBank Benzerlik
Numarasi Oram
FNK1 Klebsiella pneumoniae MK156319 %99
FNK2 Klebsiella pneumoniae MK156320 %99
FNK3 Klebsiella pneumoniae MK156321 %99
FNK4 Escherichia coli MK156322 %99
FNK5 Acinetobacter baumannii MK156323 %99

Izolatlarm 16S rRNA gen bolgelerinin niikleotit dizisi esas almarak g¢izilen
filogenetik agac1 Sekil 4.2°de verilmistir. izolatlarm filogenetik iliskilerinin ortaya
¢ikarilmasinda, Neighbour-Joining (Kimura 1980; Saitou and Nei 1987) yontemi esas
alinmis ve aga¢ MEGA-6 programu ile ¢izilmistir. Branch uzunlugu olarak; 0,37751306
kullanilarak en uygun filogenetik aga¢ cizilmistir. Analiz, 6 niikleotid dizisi kullanilarak
cizilmis olup, bosluklar ve eksik veriler iceren tiim pozisyonlar elimine edilmistir.
Staphylococcus aureus’un uygun dis grup olarak belirlendigi filogenetik analizde

bootstrap degeri 1000 tekrarl olarak se¢ilmistir.

sg— Klebsiella pneumoniae strain FNK1
100 F Klebsiella pneumoniae strain FNK3
100 Klebsiella pneumoniae strain FNK2

Escherichia coli strain FNK4

Acinetobacter baumannii strain FNK5

Staphylococcus aureus strain ATCC 12600

—
0.02

Sekil 4.2 izolatlarin Filogenetik Agaci

Pereira et al. (2018) tarafindan yapilan c¢alismada, H. pylori ile enfekteli
dispeptik (hazimsizlik sorunu) hastalarin kolon bakteriyel florasinda, Staphylococcus
spp., Streptococcus spp., Lactobacillus spp., Micrococcus spp., Enterococcus spp.,

Pseudomonas spp., Escherichia spp. ve Klebsiella spp. gibi Firmicutes ve Proteobakteri
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subelerine ait tiirlerin varlig1 tespit edilmis olup, dispeptik olmayan hastalarda ise bu
izolatlardan sadece Streptococcus, Pseudomonas, E. coli ve K. pneumoniae bakteri
tirlerinin varligi ortaya konulmustur. Benzer sckilde, Cremonasi et al. (2018)’da
kolorektal kanserli hastalardan alinan 6rneklerden bakteri izolasyonlar1 gerceklestirmis
ve elde edilen organizmalarin 16S rRNA sekans analizi ile Bacteriodetes, Firmicutes ve
Proteobakteri subelerina ait oldugunu gdstermiglerdir. Dolayisiyla yaptigimiz izolasyon

sonuclar literatiirdeki verileri destekler niteliktedir.

4.3 Bakteriyel Kiiltiir Filtrati Eldesi

Kolon biyopsi 6rneklerinden izole edilen Kiiltiir filtratlari, in vitro ¢alismalarda

kullanilincaya kadar -20°C’de muhafaza edilmistir.

4.4 Bakteriyel Protein Eldesi

Bakteri izolatlarmin total protein izolasyonu Sheikhian et al. (2004) tarafindan
onerilen metod modifiye edilerek gerceklestirilmistir. izole edilen proteinlerin tayini ve
konsantrasyonlarinin tespiti amaciyla, duyarliligi yiikksek olan Bradford testi
kullanilmigtir (Bradford 1976). BSA proteini kullanilarak hazirlanan standart grafikten
(Sekil 4.3) yararlanarak protein konsantrasyonlar1 belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.3°te

verilmistir. izole edilen ve konsantrasyonlar1 ayarlanan proteinler kullanilincaya kadar -

80°C’de muhafaza edilmistir.

1 y=0.6154x - 0.1257 _
R R*=0,3022
2os
=
£ 0,6
g
304
P
02

L=

0 0,5 1 1.5 2
Abzorbans (595 nm)

Sekil 4.3 BSA Standart Grafik
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Cizelge 4.3 Total Protein Konsantrasyonlar1

Izolat Ad Protein Konsantrasyonlar: (mg/ml)
FNK1 0,535
FNK2 0,797
FNK3 0,652
FNK4 0,142
FNK5 0,687

4.5 Kiiltiir Filtrati ve Bakteriyel Proteinlerin SDS-PAGE ile Analizi

Elde edilen kiiltiir filtrat1 ve proteinlerin SDS PAGE ile analizi igin, %15’lik
ayirma ve yiikleme jeli kullanilmistir. Yapilan SDS-PAGE analizleri sonucunda kiiltiir
filtrat1 ve total proteinlere ait bant profillerinin olduk¢a degisken oldugu goriilmustiir.
Sekil 4.4’de goriildiigl tizere kiiltiir filtratlarinin 20 - 75 kDa araliginda protein bant
profiline sahip oldugu, izole edilen proteinlerin ise 25 - 100 kDa arasinda bant profilleri
sergiledigi belirlenmistir. Sekil 4.4.A’da protein markirindan sonra gelen ilk ii¢ sira K.
pneumoniae’ye ait kiltiir filtrati igerisindeki ektraselliiler proteinleri, Sekil 4.4.B ise
total proteinleri gostermektedir. Jel gorintiileri incelendiginde K. pneumoniae’ye ait
ektraselliiler proteinlerin 75 kDa biiyiikliigiine sahip oldugu, total protein izolasyon jel
goriintiilerinde ise, 25-100 kDa aras1 proteinlerin var oldugu goriilmektedir. Jel
gorlintiistiniin 4. sirasinda ise 50-100 kDa araliginda E. coli’ye ait ekstraselliiler ve
bakteriye ait total proteinlerin varlig1 goriilmektedir. Jel goriintiisiiniin son sirasinda yer
alan A. baumannii’nin ise, K. pneumoniae ile benzer protein profiline sahip oldugu

goriilmektedir.

100 kDa
75 kDa
50kDa
37kDa

75 kDa
SC kDa
37kDa
25 kDa

20 kDa

I 1l

25kDa

A.
Sekil 4.4 A: Kiiltiir Filtrati SDS-PAGE Profili, B: Total Protein SDS-PAGE Profili
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Benedi et al. (1989) tarafindan yapilan bir ¢alismada farkli K. pneumoniae
izolatlarindan dis membran protein izolasyonu gergeklestirmis ve proteinlerin 14,5-92
kDa arasinda bir profile sahip oldugu bildirilmistir. K. pneumoniae’deki ilag direngliligi
mekanizmasini arastiran Marques et al. (2011), yapmis oldugu ¢alismada, ATCC 4353
kodlu K. pneumoniae 'ye ait proteinleri kontrol olarak kullanarak, tiim sefalosporinlere
direngli bagka bir K. pneumoniae’ye ait protein profillerini karsilastirmis ve ilag
direngliliginden sorumlu olabilecek porin protein biiylikliigliniin 30-43 kDa arasinda
olabilecegi sonucuna varmislardir. Yapilan diger bir ¢alismada ise Brinkworth et al.
(2015) farkl1 besiyerlerinde biiyiitiilen K. pneumoniae’ye ait protein profillerinin 38-203
kDa arasinda oldugunu goéstermislerdir. Perla (2016) yaptig1 ¢alismada, K.
pneumoniae’de 66 kDa biiyiikliigiinde dis zar proteinlerinden olan effluks pompasinin
asir1 eksprese edildigini gostermis ve bu pompanin ilag¢ direngliligine neden oldugunu

ortaya koymustur.

Calismamizda K. pneumoniae izolatlar1 kolon biyopsi oOrneklerinden izole
edildikten sonra, ilk olarak TSA’da biiyiitiilmiis ardindan kolonilerden segilen tek ve saf
bir koloni, ¢izgi ekim yontemiyle igerisinde trimethoprim, sefosporinlerden sefsulodin,
vankomisin ve amfoterisin B iceren ve “Laked Horse Blood (Thermo)” eklenmis
“Columbia Blood Agar Base” igerisinde gelistirilmistir. Organizmalarin bu selektif besi
ortaminda sorunsuz bir sekilde gelistigi gozlenmis ve bu ortamda gelistirilen K.
pneumoniae’den elde edilen protein profilleri incelendigi zaman, yaklasik 66 kDa
bliylikliiglinde protein bant profiline rastlanilmistir. Perla (2016) yaptig1 ¢alismada K.
pneumoniae’den 66 kDa biiyiikliigiinde dis zar proteinini izole etmis ve bu proteinin
effluks pompasinin asgir1 ekspresyonu sonucu olustugunu ve proteinin organizmanin
antibiyotik direncliliginden sorumlu oldugunu bildirmistir. Literatlir bilgisinden ve
yapilan deneyden yola cikilarak elde edilen K. pneumoniae izolatlarmin ilag

direngliligine sahip olabilecegi sonucuna varilabilmektedir.

Ouellet et al. (2001) yaptiklar: bir ¢alismada E. coli’den total protein izolasyonu
gerceklestirmigler ve protein bant profillerinin 21-100 kDa arasinda degiskenlik
gosterdigini SDS-PAGE analizi ile rapor etmislerdir. Calisma kapsaminda izole edilen

E. coli bant profilleri incelendiginde 50-100 kDa arasinda protein 6rneklerinin varligi
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goriilmektedir. Bu nedenle calismamizin sonuglari total protein agisindan benzer

niteliktedir.

Jyothisri et al. (1999) yaptiklar1 ¢alismada OmpAb isimli, monomerik formda
bulunan, 40 kDa biiyiikliigiinde bir porin proteinin A. baumannii permeabilitesinde ¢ok
onemli bir role sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu proteinin yani sira, 33, 36 ve 44
kDa’luk biiytikliige sahip protein profillerinin de varligini yaptiklari deneyler sonucunda
gostermisleridir. Kwon et al. (2009) yaptiklar1 ¢alismada ise A. baumannii’ye ait “dis
membran vesikiilleri” (OMV) ile iligkili 132 farkli protein tamimlamislar ve bu
proteinlerin bant profillerinin  14-200 kDa arasinda degiskenlik gosterdigini
bildirmislerdir. Dis zar vesikiillerinin salgilanmasi, Gram negatif bakterilerin, konakei
hiicrelere efektér molekiilleri dagitabilmesi icin kullandig1 baslica mekanizmalardan
birini olusturmaktadir. Tanimlanan 132 proteinden 26 tanesinin dis membranda, 6
tanesinin periplazmik boslukta, 8 tanesinin i¢ membranda, 43 tanesinin sitoplazmada ve
49 tanesinin ise lokasyonunun heniiz bilinmedigini rapor etmiglerdir. Ayrica A.
baumannii’nin in vitro bilyiime sirasinda OMV'leri salgiladigi ve A. baumannii‘den
tiretilen OMV'lerin, birden fazla viriilansla iliskili proteinleri ve patojen iliskili
molekiiler patternleri (PAMP) eszamanli olarak konakgi hiicrelere salgiladigi sonucuna
da ulagmislardir. Buna gore, A. baumannii'den salgilanan OMV'ler, efektor molekiillerin
konakg¢1 hiicrelere tasinmasi icin sekretuar araclar olarak hizmet etmektedir. A.
baumannii izolatindan elde ettigimiz protein bantlari incelendigi zaman verilen literatiir

bilgileri ile benzer bazi profiller sergiledigi goriilmektedir.

4.6 Hiicre Canhihiginin WST-8 Testi ile Analizi

Calismada kullanilan saglikli fibroblast hiicre hatt1 iizerinde bakterilerin kiiltiir
filtratlar1 ve proteinlerinin etkisini tespit etmek amaciyla WST-8 testi uygulanmigtir.
Uygulama kiiltiir filtrat1 ve protein icin ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir. Kiiltiir filtratinin
farkli yiizdelerde (%6,25; %12.5; %25; %50 ve %100) 48 saat siire ile saglikli hiicre
hattina uygulanmasi neticesinde hiicrelerin % canlilik oranlari ayr1 ayri tespit edilmistir
(Sekil 4.4). Grafikten de anlagilacagi ilizere %100’lik kiiltir filtrati uygulamasi
sonucunda hiicrelerin kontrol grubuna kiyasla canlilik oranlarinin K. pneumoniae

izolatlar i¢in; % 14,57; % 43,79 ve % 22,19; E. coli izolat1 i¢in, % 36,07 ve A.
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baumannii izolat1 i¢in ise % 15,53’¢ kadar azaldig1 goriilmiistiir (Sekil 4.5.). Bu nedenle
sonraki in vitro galismalarda IC50 degerinde (%50 ve %100) ilk iki dozun uygulanmasi

tercih edilmistir.

Bakteriyel izolatlardan elde edilen total proteinler ise 31,25; 62,5; 125 ve 250
ng/ml konsantrasyonlarda saglikli fibroblast hiicre hattina 48 saat siire ile uygulanmis
ve inkiibasyon sonucunda IC50 degerleri sirasiyla, K. pneumoniae izolatlar1 i¢in 46
ug/ml, 46 pug/ml, 92 pug/ml, E. coli izolat1 igin 46 pg/ml ve A. baumannii izolat1 i¢in ise
47 ng/ml olarak bulunmustur (Sekil 4.6.). Bu nedenle sonraki ¢alismalar IC50 degerleri

kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

Saghkh Fibroblast Hiicre Hatti
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—
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Kiiltiir Filtrat1 (% )
Sekil 4.5 Kiiltiir Filtratlarinin Sitotoksik Aktivitesi
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Sekil 4.6 Proteinlerin Sitotoksik Aktivitesi
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Yaptigimiz deneyin sonuglarini destekler nitelikteki ¢calisma Rajalingam et al.
(2001) tarafindan  gergeklestirilmistir. ~ Calismada  arastiricilar,  Chlamydia
pneumoniae’nin in vitro kosullardaki etkisini gozlemlemek i¢in larinks kanserinden
tiirevlenen HEp-2 hiicre hattim1 kullanmislardir. Elde edilen sonuglara gore 0,5- 5 5
Multiplicity of Infection (MOI) oraninda C. pneumoniae ile enfekte edilen hiicrelerde,
toksik bir etkinin gozlenmedigi ancak oranin >10 olmasi durumda ise, hiicrelerin liime
gittigi sonucuna varmislardir. Oliimiin hangi yolak {izerinden gerceklestigi ise,
propidyum iyodiir (PI) ve annexin-V boyalari ile ortaya konulmustur. Enfeksiyon oranin
Olciilmesi i¢in kullanilan MOI oranmin 10 ve 50 olmasi durumunda, hiicredeki
canliligin %41 ve %73 oranlarina kadar geriledigi ve hiicrelerin nekroz araciligiyla
oliime gittigi bildirilmistir. Yapilan diger bir ¢alismada, Phonnok et al. (2010) yaptiklar
calismada, 394 mikrobiyal ekstraktin 5 farkli kanser hiicre hatti (servikal kanser (HeLa),
karaciger kanseri (HepG2), meme kanseri (MCF-7), 16semi (U937), Vero, PBMC)
tizerindeki anti-proliferatif etkisini MTT testi ile incelemislerdir. Elde edilen etanol
ekstraktlaridan 500 veya 1000 pg/ml uygulanarak, en giigli biiyiime inhibisyonu
gosterecegi diistiniilen 4 izolat (Candida tropicalis, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus sp.) segilerek ¢alismaya devam edilmistir. Ancak
C. tropicalis ve A. baumannii’nin hiicrelerdeki biiylimeyi inhibe etmedigi sonucuna
ulagilmistir. Hiicrelerdeki apoptotik hiicre 6liimii Hoechst 33342 boyama ile floresan
invert mikroskop altinda gozlenmistir. Ardindan DNA Ladder testi ile ekstrakt
uygulanan (500 pg/ml) hiicreler ile kontrol grubu karsilastirilmis ve elektroforezde
smear bir gorlintii elde edilmistir. Ekstrakt uygulandiktan sonra Kaspaz-3 enzim
aktivitesindeki degisiklikler incelenmis ve Vero ve PBMC hiicre hatlar1 disindaki diger
hiicrelerde kaspaz-3 enzim aktivitesinde kontrol grubuna gore artis meydana geldigi
rapor edilmistir. Smani et al. (2011), A. baumannii’ye ait ii¢ farkli izolatin (ATCC
19606, 1327\, ve 113-16) insan akciger epitel hiicre hattt (A549) iizerindeki hiicre
canlilig1, apoptoz, serbest radikal olusumu ve sitokin iiretimi gibi 6zelliklerini azaltmak
icin, sitoprotektif 6zellik gosteren rifampin makrosiklik antimikrobiyal ajaninin etkisini
aragtirmiglardir. MIC degerleri belirlenen A. baumannii izolatlarinin 0.5x, 1x ve 2x MIC
degerleri rifampin antibiyotigi varligr ve yoklugunda hiicre hattina uygulanarak MTT
testi ile sonuglar alinmistir. Rifampin yoklugunda ATCC 19606, 1327y ve 113-16
izolatlar1 i¢in hiicre canlilig1 sirasiyla, % 59.57 = % 15.37, %72.92 + %1.87 ve %75.88
+ %6.9’e kadar diiserken, rifampin varliginda hiicre canliliginin arttifi ve oranlarin

%78.3 + %6.58, %83.81 + %6.96 ve %87.88 + %6.58 oldugu rapor edilmistir.
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Krzyminska et al. (2012) yaptiklar1 ¢aligmada, 17 farkli Acinetobacter calcoaceticus—
baumannii izolati kullanmislar ve bu izolatlarin epitel hiicreler (Hep-2) ile olan
interaksiyonu sonucu %50'sinden fazlasinda apoptozun ayirt edici Ozelliklerini
gosterdiklerini rapor etmislerdir. Tayabali et al. (2012) tarafindan yapilan ¢alismada 7
farkli Acinetobacter tiirii (baumannii, Ab; calcoaceticus, Ac; guillouiae, Ag;
haemolyticus, Ah; Iwoffii, Al; junii, Aj ve venetianus, Av-RAG-1) kullanilmis ve
kolonik epitel hiicre hattt (HT29) {lizerindeki etkileri incelenmistir. Hiicre hatt1 iizerinde
AV-RAG-1 disindaki tiim bakteri izolatlarinin gelisim gosterdigi gozlenmistir. Ab ve Ah
tiirlerinin diger tiirlere kiyasla en az iki kat daha yiiksek sitotoksik etki gosterdigi rapor
edilmistir. Ah ve Av-RAG-1 tiirlerinde giicli hemolitik aktivite goriiliirken, diger
bakteri tiirlerinde hemolitik aktivite gézlenmedigi rapor edilmistir. Zhao et al. (2013)
yaptiklar1 ¢alismada, H. pylori’ye ait kiiltiir filtrat1 -proteinlerinin insan gastrik epitel
hiicre hattt (GES-1) ve gastrik kanser hiicre hattt (AGS) lizerindeki proliferasyon ve
apoptoz etkilerini belirlemek amaciyla, MTT analizi gergeklestirmiglerdir. Analiz
sonucunda kiiltiir filtrati -proteinlerinin konsantrasyona bagl bir sekilde GES-1 ve AGS
hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi, GES-1 i¢in canliligin %61,4’e AGS ig¢in ise
%068,7’ye kadar azaldigin1 gostermislerdir. Kiiltiir filtrat1 -proteinlerinin proliferasyonu
azalttig1 ancak apoptozu indiikklemedigi de yapilan ¢aligmada rapor edilmistir. Yapilan
literatiir taramalar1 sonucunda bakteriyel izolatlarin biiyiik bir ¢ogunlugunun hiicre
canliligini 6nemli derecede azalttigi tespit edilmis olup bu baglamda verilerimizin

literatiir ile uyumlu oldugunu séylemek miimkiindiir.

4.7 Hemolitik Aktivitenin Belirlenmesi

Hemolitik aktivite testleri ticari olarak satin alman kan Ornegi ile
gergeklestirilmis ve 200 pl diliie edilmis kirmizi kan hiicresi + 800 pul dH,O pozitif
kontrol olarak, 200 pl diliie edilmis kirmizi kan hiicresi + 800 ul D-PBS ise negatif
kontrol olarak kullanilmis ve her bir 6rnek i¢in 3 tekrar ¢alisilmistir. Kiiltiir filtrat1 ve

proteinlere ait hemolitik aktivite grafikleri Sekil 4.7 ve Sekil 4.8’de verilmistir.
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Sekil 4.7 Kiiltiir Filtratlarinin Hemolitik Aktivitesinin Belirlenmesi

Bakterilere ait kiltir filtratlarinin memeli eritrosit hiicreleri tizerine olan etkisini

gozlemlemek i¢in sirasiyla %100, %50 ve %25°lik kiiltiir filtratlar1 kan {izerine

uygulanmis ve yapilan deneylerin pozitif kontrol ile karsilastirilmasi sonucu, elde edilen

kiltir filtratlarinin %100, %50 ve %25°lik dozlarimin kanda hemoliz meydana

getirmedigi belirlenmistir.
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Sekil 4.8 Proteinlerin Hemolitik Aktivitesinin Belirlenmesi

Bakterilere ait proteinlerin memeli eritrosit hiicreleri lizerine olan etkisini

gozlemlemek i¢in K. pneumoniae izolatlari igin FNK1: (31,25; 46; 62,5) pg/ml, FNK2:
(31,25; 46; 62,5) ng/ml, FNK3:(62,5; 92; 125) ug/ml, E. coli izolat1 i¢in FNK4: (31,25;
46; 62,5) pg/ml ve A.baumannii izolati i¢in ise FNKS5: (31,25; 47; 62,5) pg/ml

konsantrasyonlarinda protein 6rnekleri uygulanarak, yapilan deneylerin pozitif kontrol

ile karsilastirilmasi sonucu, elde edilen proteinlerin uygulanan dozlarmin kanda

hemolize neden olmadig1 gosterilmistir.
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Mikroorganizmalarin hiicrelerde hemolize neden olmadigi yapilan g¢esitli
calismalarda bildirilmistir (Tayabali et al. 2012). Calismamizin bulgular literatiirii
destekler niteliktedir.

4.8 Kaspaz-3 Enzim Aktivitesindeki Degisimin Saptanmasi

Bakterilerden elde edilen kiiltiir filtrat1 ve proteinlerin, saglikli fibroblast hiicre
hatt1 iizerindeki apoptotik etkilerini degerlendirmek igin, kaspaz-3 enzim aktivisindeki
degisiklikler ve mitokondri membran potansiyelindeki degisiklikler (JC-1) iki onemli
belirte¢ olarak kullanilmaktadir.

Bakteriyel izolatlarin kiltiir filtratlar1 (%100 ve %50) saglikli fibroblast hiicre
hatt1 lizerine uygulanmig ve kontrol grubu olarak ise herhangi bir uygulama yapilmamis
hiicreler kullanilarak, 48 saat siireyle 37°C’de inkiibe edilmistir. Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda, kaspaz-3 enzim aktivitesi sirasiyla, 1,15- ve 1,21- (FNK1), 1,16- ve
1,04- (FNK2), 1,24- ve 1,21- (FNK3), 1,02- (FNK4) ve 1,04- ve 1,08- (FNKD5) kat artis

ile sonuglanmistir (Sekil 4.9.). Tiim 6rnekler ti¢ tekrar ¢alisilmistir.
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Sekil 4.9 Kiiltiir Filtratlarmin Kaspaz-3 Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi
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Kiiltiir filtrat1 uygulamasinin aksine saglikli fibroblast hiicre hatt1 tizerine IC50
degerlerinde uygulanan proteinlerin 48 saat siireyle muamelesi sonucu, kontrol grubu
(hiicre+besiyeri) ile kiyaslandiginda, kaspaz-3 enzim aktivitesi sirasiyla, 0,80-; 0,78-;
0,80-; 0,78- ve 0,82- kat azalis ile sonuglanmustir (Sekil 4.10.). Tiim ornekler ti¢ tekrar
calisilmigtir.
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Sekil 4.10 Proteinlerin Kaspaz-3 Enzim Aktivitesi Uzerine Etkisi

Kaspaz-3, hiicreleri apoptoza gotiiren 6nemli bir enzim olup, bu enzimin kiiltiir
filtratlarinda artisa neden olurken proteinlerde azalisa neden olmasi, izole edilen
bakterilere ait ekstraselliiler proteinlerin veya besi ortamina salgiladiklar1 sekonder

metabolitlerin bu duruma neden olabilecegini diistindiirtmektedir.

4.9 Mitokondriyal Membran Potansiyelindeki (MMP) Azalmanin Saptanmasi

Bakteriyel izolatlarin kiiltiir filtrati ve proteinlerinin hiicre kiiltiir ortaminda
saglikli fibroblast hiicre hatti {izerine olan mitokondriyal membran potansiyelindeki
etkilerini belirlemek ve kaspaz-3 enzim aktivitesi sonug¢larini konfirme etmek i¢in JC-1
analizi gerceklestirilmistir. Bu amagla, kiiltiir filtratlarina ait %100 ve %50’lik dozlar 48
saat siireyle saglikli fibroblast hiicre hattina uygulanmis ve sonuglar florimetrik olarak
degerlendirilmistir. Kontrol grubu olarak herhangi bir uygulama yapilmamis hiicreler

kullanilmigtir.  Kontrol ile kiyaslandiginda, %100’Lik kiiltir filtrat1 uygulanan
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hiicrelerde sirasiyla 3,56-; 1,64; 1,96-; 1,30- ve 2,04- kat artis gorilmistiir (Sekil 4.11).
Bu sonuglar, kaspaz-3 enzim aktivitesi verilerimiz ile uyusmakta ve bakterilere ait
kiltir filtratlarinim MMP kaybmma yol agarak apoptozise neden oldugunu

dogrulamaktadir.
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Sekil 4.11 Kiiltiir Filtratlarmin Mitokondriyal Membran Potansiyeli Uzerine Etkisi

Proteinlere ait IC50 dozlar1 (46 pg/ml, 46 pg/ml, 92 ng/ml, 46 pg/ml ve 47
pg/ml) 48 saat siireyle saglikli fibroblast hiicre hattina uygulanmis ve sonuglar
florimetrik olarak degerlendirilmistir. Tiim 6rnekler ti¢ tekrar ¢alisilmistir. Kontrol ile
kiyaslandiginda, IC50 dozlar1 uygulanan hiicrelerde sirasiyla 1,30-; 1,90-; 1,33-; 1,35-
ve 1,34- kat artis goriilmistir (Sekil 4.12.). Proteinlerin kiiltiir filtrat1 ile
kiyaslandiginda daha diisik Kaspaz-3 enzim aktivitesine sahip oldugunu ve
mitokondriyal membran potansiyelinde ise daha az kayba neden oldugunu gostermistir.
Bu sonuglar, proteinlerin saglikli fibroblast hiicre hattini, apoptoz disinda bagka bir

yolak ile 6liime gotiirdiigiinii gostermektedir.
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Sekil 4.12 Proteinlerin Mitokondriyal Membran Potansiyeli Uzerine Etkisi

Brasseur et al. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, Gram pozitif bir bakteri olan
Bacillus thuringiensis 4R2 izolatina ait parasporin-2Aal proteininin (37 kDa ) insan
hepatosit kanser hiicre hatt1 (HepG2), insan prostat kanser hiicre hatt1 (PC-3), insan
epitel kolorektal adenokarsinoma hiicre hatti (Caco-2), insan epitel serviks
adenokarsinoma hiicre hatti (HeLa), insan uterus endometriyum adenokarsinoma hiicre
hatt1 (Hec-1A ve KLE), insan meme adenokarsinoma hiicre hatti (MDA-MB231), insan
meme kanseri hiicre hattt (MCF-7), insan non-tiimorigenik epitel hiicreleri (MCF-10A),
insan epitel ovaryum adenokarsinoma hiicre hattt (OVCAR-3) ve insan epitel ovaryum
adenokarsinoma hiicre hatt1 (SKOV-3) iizerindeki apoptotik etkilerini belirlemislerdir.
Izole edilen parasporin-2Aal proteininin kanser hiicre hatlar1 {izerinde, morfolojik
degisikliklere neden oldugunu; kaspaz-3 ve kaspaz-9 enzim aktivitesini artirarak
apoptoz yolagini aktif hale getirdigini rapor etmislerdir. Propidyum iyodiir ve annexin-
V kullanilarak yapilan flow sitometri 6l¢timleri de apoptoz yolaginin aktif hale geldigini
konfirme etmektedir. Bunun yani sira, apoptotik yolakta rol oynadigi bilinen AKT,
XIAP ve ERK1/2 gibi genlerin ekspresyonlarinin inhibe edildigi ve tiimdr slipresor gen
olan PAR-4 gen ekspresyonunun ise, protein uygulamasi sonucu indiiklendigini ortaya

koymuslardir.

4.10 Annexin-V Analizi ile Apoptotik Hiicre Populasyonunun Saptanmasi

Uygulanan kiiltiir filtratt ve proteinlerin, sagliklt hiicreleri hangi yolag:

kullanarak 6liime gotlirdiigii ise Annexin-V analizi ile flow sitometri cihazi kullanilarak
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belirlenmistir. Bakterilerden elde edilen kiiltiir filtratlar1 (%50) ve proteinler (IC50)
saglikli fibroblast hiicre hattina uygulanmis, ardindan apoptotik ve nekrotik hiicre
popiilasyonlar1 belirlenmistir. Daha 6nceki yapilan deneylerde kiiltiir filtratlarina ait ilk
iki doz (%100 ve %50) saglikl fibroblast hiicre hattina uygulanmistir ancak bu deney
icin yalnizca %50’lik doz tercih edilmistir. Ciinkii %100’liikk uygulanan doz sonucunda
yeterli hiicre sayisina ulasilamamistir. Kontrol grubu olarak, 6nceki deneylerde oldugu
gibi, herhangi bir uygulama yapilmamis olan hiicreler (hiicre + besiyeri) kullanilmis ve
tiim Ornekler ii¢ tekrar calisilmustir. izolatlara ait kiiltiir filtratlarmin uygulanmasi
sonucu apoptotik ve nekrotik hiicre popiilasyonlarinda meydana gelen degisiklikler
Sekil 4.12°de gosterilmistir. K. pneumoniae izolatlarina ait kiiltir filtratlar1 saglikli
fibroblast hiicre hatti iizerine uygulandiginda, kontrol grubuna goére apoptotik ve
nekrotik hiicre popiilasyonlarinda sirasiyla 8,9-; 7,6- ve 5,2- kat artisin meydana geldigi
gozlenmistir. Bu durum E. coli izolat1 igin 2,9-; A. baumannii izolati i¢in ise 2,2 kat

olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.13 A, Kiiltiir Filtratlarmin % Apoptotik ve Nekrotik Hiicre Populasyonu Uzerine
Etkisi B. Flow Sitometri Analizi

Izolatlara ait protein Orneklerinin  IC50 degerlerinin  hiicre  kiiltiiriine
uygulanmasi sonucunda ise, K. pneumoniae izolatlarina ait proteinler apoptotik ve
nekrotik hiicre popiilasyonlarinda sirasiyla 7,5-; 9,9- ve 5,9- kat artisa neden olurken, E.
coli izolatina ait protein i¢in bu artig 3-; A. baumannii’den izole edilen protein igin ise
3,8- kat olarak ortaya konulmustur (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14 A. Proteinlerin % Apoptotik ve Nekrotik Hiicre Populasyonu Uzerine Etkisi
B. Flow Sitometri Analizi

4.11 cDNA Sentezi ve Gerg¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

Yapilan literatiir taramas1 sonucunda, kolorektal kanser gelisiminde rol oynayan
4 adet gen secilmis ve bu genlerin ekspresyon seviyeleri arastirilmistir. Bu amagla
saglikli fibroblast hiicre hattina, bakterilerden elde edilen kiiltiir filtratlarinin %50’lik
konsantrasyonlar1 ve proteinlerin IC50 degerleri verilerek 48 saatlik inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibe edilen hiicrelerden RNA izolasyonlar1 yapilarak ters transkriptaz
enzimi aracilifiyla ¢cDNA’lar1 sentezlenmistir. Elde edilen cDNA ornekleri; APC,
SMAD, TP53 ve KRAS genlerine ait spesifik primerler araciligi ile qRT-PCR ile
cogaltilmigtir. Bakteriyel izolatlara ait gen ekspresyon seviyesindeki farkliliklar ayri

ayr grafik ¢izimleri ile gosterilmistir.
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K. pneumoniae izolatlarina ait kiiltiir filtrat1 ve proteinler saglikli fibroblast
hiicre hattina verildikten sonra gerceklestirilen JRT-PCR sonucunda, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda APC, SMAD ve TP53 genlerinin ekspresyon diizeylerinde anlamli artis
gozlenirken, KRAS gen ekspresyonunda ise anlamli bir azalis saptanmistir (P <0,05).
Kiiltir filtrat1 ve proteinlerin kendi aralarinda karsilagtirilmasi yapildiginda ise, K.
pneumoniae’ye kiiltlir filtratlarinin, proteinlere kiyasla gen ekspresyon diizeylerini
kontrol grubuna gore daha fazla etkiledigi goriilmektedir (Sekil 4.15, Sekil 4.16 ve Sekil
4.17). Ayrica ayn tiir olarak tanilanan farkli izolatlar arasinda ufakta olsa farkliliklarin

oldugu gozlenmistir.
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Sekil 4.15 K. pneumoniae’ye (FNK1) Ait Kiiltiir Filtrati ve Protein Uygulamasinin
APC, SMAD, TP53 ve KRAS Ekspresyonu Uzerine Etkisi
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Sekil 4.16 K. pneumoniae’ye (FNK2) Ait Kultir Filtrati ve Protein Uygulamasinin
APC, SMAD, TP53 ve KRAS Ekspresyonu Uzerine Etkisi
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Sekil 4.17 K. pneumoniae’ye (FNK3) Ait Kiiltiir Filtrat1 ve Protein Uygulamasinin
APC, SMAD, TP53 ve KRAS Ekspresyonu Uzerine Etkisi

E. coli izolatina ait kiiltiir filtrat1 ve proteinler saglikli fibroblast hiicre hattina
verildikten sonra gergeklestirilen QRT-PCR sonucunda, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda APC, SMAD ve TP53 genlerinin ekspresyon diizeylerinde anlamli artis
gozlenirken, KRAS gen ekspresyonunda ise anlamli bir azalis saptanmistir (P <0,05).
Kiiltiir filtrat1 ve proteinlerin kendi aralarinda karsilastirilmas: yapildiginda ise, E.
coli’ye ait kiiltiir filtratinin, yalnizca APC geni igin yiiksek ekspresyona sahip oldugunu,
diger genler icin ise protein uygulamasmin gen ekspresyon diizeylerini daha fazla

artirdig1 saptanmustir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18 E. coli’ye Ait Kiiltiir Filtrat1 ve Protein Uygulamasimin APC, SMAD, TP53
ve KRAS Ekspresyonu Uzerine Etkisi

A. baumannii izolatina ait kiiltiir filtrati ve protein saglikli fibroblast hiicre
hattina verildikten sonra gerceklestirilen gRT-PCR sonucunda, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda APC, SMAD ve TP53 genlerinin ekspresyon diizeylerinde anlamli artis
gozlenirken, KRAS gen ekspresyonunda ise anlamli bir azalis saptanmistir (P <0,05).
Kiiltir filtrat1 ve proteinlerin kendi aralarinda karsilastirilmas: yapildiginda ise, A.
baumannii’ ye ait kiiltiir filtratinin TP53 ve KRAS genlerinin ekspresyonunu protein
uygulamasina kiyasla daha fazla artirdigi, protein uygulamasinin ise APC ve SMAD

genlerinin ekspresyon seviyelerini daha fazla artirdigi goriilmustiir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19 A. baumannii’ye Ait Kiiltiir Filtrati1 ve Protein Uygulamasinin APC, SMAD,
TP53 ve KRAS Ekspresyonu Uzerine Etkisi
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Total protein ve kiiltiir filtratlarinin hiicre hatt1 iizerine olan etkisinin arastirildigi
bu calismada, tlimor siipresor genlerin anlatiminda azalmaya, KRAS onkogeninin
anlatiminda ise artisa neden oldugu, boylelikle saglikli hiicreleri 6liime gotlirdigi
gbzlenmistir. Sinnott and Dunn (1950); de Leon and Roncucci (2000); Johnson and
Lewis (2002); Rupnarain et al. (2004); Al- Sohaily et al. (2012) tarafindan yapilan
calismalarda adenomali bir dokuda, KRAS onkogeninin aktif hale gelmesi sonucunda
adenomanin tamamen biiyiiyebilcegi ve KRAS aktivasyonundan sonra meydana gelen
adenomalarda, 18. kromozomun uzun kolunda bulunan, timér supresor gendeki
“deleted in colorectal cancer” (DCC) mutasyon sonucu olusan inaktivasyon sonucunda
ise adenomanm tamamen ilerlegi  bildirilmistir. Adenomanin karsinomaya
donligmesinde ise, 17. kromozom iizerinde bulunan p53 timdr siipresdr geninin
mutasyon sonucu inaktif hale gelerek, hiicrede tiimérigenez olusumuna neden oldugu,
bu baglamda p53, hasarli DNA’ya sahip hiicrelerdeki proliferasyonu sinirlamadan, APC
ve KRAS genlerindeki mutasyona bagli olarak apoptozu indiikledigi rapor edilmistir.
Zhang et al. (2010) ve Samanta and Datta (2012) tarafindan yapilan ¢alismalarda ise,
SMAD genindeki herhangi bir mutasyonun hiicre proliferasyonunu artirdigi ve hiicrede
timor olusumuna neden oldugu, Ulger Toprak et al. (2006) ve Compare and Nardone
(2013) yaptiklart calismada ise, mutasyon veya promoter bdlgesinin metilasyonu
sonucu APC geninde bir fonksiyon kaybi oldugu zaman, Sitoplazmik p-kateninin
biriktigi ve B-kateninin nukleusa giderek MYC geninin transkripsiyon faktorlerine veya
T-cell factor /lymphoid enhancer factor (TCF/LEF) ailesinin transkripsiyon faktorlerine
baglanarak, TCF4 aktivasyonunu sagladigi ve kolonik epitel hiicrelerdeki biiylimeyi
tesvik ederek kanserlesmeye neden oldugu bildirilmistir. Tiim bu literatiir bilgileri g6z
Oniine alindiginda, tez ¢alismasinda ekspresyon seviyeleri incelenen genlerin literatiir ile

ortlistiigli goriilmektedir.
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5. SONUC ve ONERILER

Tez ¢alismasinda;

o Kolon kanserli biyopsi o6rneklerinden yapilan izolasyonlar sonucunda 3 K.

pneumoniae, 1 A. baumannii ve 1 E. coli izole edilmistir.

o Bakterilerin kiiltiir filtratlar1 ve proteinleri izole edilerek SDS-PAGE analizleri
gergeklestirilmis ve literatiir verileriyle karsilastirilmistir. Bant profilleri incelendiginde
K. pneumoniae’ye ait ektraselliiler proteinlerin 75 kDa biiyiikliigiine sahip oldugu, total
protein izolasyon jel goriintiilerinde ise, 25-100 kDa aras1 proteinlerin var oldugu
gosterilmistir. E. coli’ye ait ekstraselliiler ve total proteinlerin varlig: ise 50-100 kDa
araliginda goriilmektedir. A. baumannii’nin ise, K. pneumoniae ile benzer protein

profiline sahip oldugu goriilmektedir.

o Bakterilerden izole edilen kiiltiir filtratlar1 ve proteinlerin ko-kiiltiir ortaminda
saglikli fibroblast hiicre hatlarina olan etkileri WST-8, hemoliz testi, Kaspaz-3, JC-1 ve
Annexin- V analizleri ile degerlendirilmis ve yapilan analizler sonucunda tim
izolatlarin kiltlir filtratlar1 ve proteinlerinin saglikli hiicreleri 6zellikle inflamasyon,

nekroz ve apoptoz yoluyla liime gotiirdiigii sonucuna varilmastir.

. Bakterilerden izole edilen kiiltiir filtratlar1 ve proteinlerin saglikli fibroblast
hiicre hattinin gen ekspresyonuna olan etkisi qRT-PCR yontemi ile incelenmis ve
hiicrelerde TP53, SMAD ve APC gibi tiimor supresor genlerin ekpresyonunda azalma,
KRAS onkogeninin anlatiminda ise kontrole gore artig gozlenmistir. Literatlir taramasi
yapildiginda tez ¢alismasinda kullanilan izolatlar ve onlarin kiiltiir filtrat1 ve proteinleri

ile ilgili hiicre kiiltiirii calismalarina rastlanilmamistir.

Kanser multifaktoriyel bir hastalik olup olusumunda pek c¢ok yolagin 6nemli
oldugu bilinmektedir. Kanser olusumunda pek c¢ok faktdr yaninda enfeksiyonel
etmenlerden bazilarmin da etkili oldugu yapilan birgok c¢alismada bildirilmistir. Bu
baglamda calismada, kolorektal kanser olusumuna neden olabilecek bakterilerin tespiti

amaciyla bakteriyel izolasyonlar yapilmis ve bunlarin kiiltiir filtratlar1 ya da
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proteinlerinin etkisi arastirilmistir. Bakterilerin iiretmis oldugu protein ya da metabolik
atiklarinin  kolorektal kanser ile iligkili olabilecek gen seviyesindeki etkileri
degerlendirilmis ve ilk kez kolorektal kanserli dokulardan izole edilen bakteriler ile
arasindaki  iliski molekiiler diizeyde incelenmistir. Calismanin  sonuglari
degerlendirildiginde kolorektal kanser ile miicadelede sadece kanser degil enfeksiyonel
etmenlere yonelik de ortak tedavi stratejilerinin gelistirilmesi, hatta kansere neden
olmast muhtemel bu etmenlerle miicadelenin, kansere yakalanmamis kisilerde de
uygulanmasi agisindan literatiire yeni veriler kazandirmistir. Tedavide ¢ok yonlii
yaklagimlarin kullanilmas1 ve kanser ile enfeksiyonel etmenlere karsi profilaktik
tedbirlerin alinmasi tilkemiz ve diinya genelinde hem saglik hem de ekonomik anlamda

onemli kazang saglayabilecektir.

Daha ileriki caligmalarda ise, bakterilerden izole edilen proteinler ve kiiltiir
filtratlar1 igerisinde yer alan molekiiller tek tek izole edilip hiicre hattina uygulanarak,

spesifik olarak hangi hiicresel bilesenin hangi yolaktan sorumlu oldugu arastirilabilir.
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