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OZET

Kolorektal Kanser Tanisi Alan ve Almayan Olgularin Kolon Mikrobiyotasinda
Enterotoksijenik  Bacteroides  fragilis ve  Fusobacterium  nucleatum
Kolonizasyonunun Karsilastirilmasi

Amag: Son vyillarda bazi bakterilerin kolorektal kanser (KRK) ile iliskili olabilecegi
gosterilmistir. Calismamizda KRK’li hastalarin ve saglikli bireylerin kolon dokularinda
Fusobacterium nucleatum ve Enterotoksijenik Bacteroides fragilis (ETBF) miktarlarini

karsilastirarak bu bakterilerin KRK etiyolojisindeki rollini arastirmayi amagladik.

Gereg ve yontem: 35 KRK'li ve 35 saglikli bireyden alinan kolon biyopsi 6rneklerinde
kantitatif PZR ile F. nucleatum ve ETBF miktarlari belirlenerek sonuglar hasta ve

kontrol gruplarinda karsilastirildi.

Bulgular: F. nucleatum saptanma orani ve miktarlari KRK’li kadin hastalara ait
dokularda erkek hastalardakine gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiksek
bulundu (sirasiyla: p=0,003, p=0,013). ETBF saptanma orani ve miktari bakimindan
KRK’li kadin ve erkek hasta dokulari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmadi (sirasiyla p=0,521, p=0,515). 50-74 yas grubunda KRK’li kadinlarda ve
erkeklerde kontrollere gére ETBF miktarlarinin istatistiksel olarak anlamli derecede
yuksek oldugu (sirasiyla p= 0.005, p=0,047), bunun yanisira F. nucleatum miktari
bakimindan kadin hastalarda kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yuksek oldugu ancak erkek hasta ve kontroller arasinda fark bulunmadig saptandi
(p=0.009, p=0,083). Yas ve cinsiyete bakilmaksizin KRK’li hastalarin dokularinda, F.
nucleatum saptanma oran ve miktarinin kontrollere gore istatistiksel olarak farkli
olmadigi (sirasiyla p=0,473, p=0,995), buna karsin ETBF saptanma orani ve ETBF
miktarinin, istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu belirlendi. (sirasiyla

p=0,002, p=0,004).

Vil



Sonug: KRK yéniinden rutin taramalarin yapildig 50-74 yas araliginda ETBF'in hem
erkeklerde hem de kadinlarda, F. nucleatum’un ise vyalniz kadinlarda KRK

etiyolojisinde rol oynayabilecegi belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Kolorektal kanser, Fusobacterium nucleatum, Enterotoksijenik

Bacteroides fragilis, qPZR

Vil



ABSTRACT

Comparison of Enterotoxygenic Bacteroides fragilis and Fusobacterium nucleatum
Colonisation in Colon Microbiota of Patients with and without Colorectal Cancer
Diagnosis

Aim: In recent years, some bacteria associated with colorectal cancer (CRC) were
shown. We aimed to investigate the role of Fusobacterium nucleatum and
Enterotoxigenic Bacteroides fragilis (ETBF) in the etiology of CRC comparing their
guantities in colon tissues of patients with CRC and healthy individuals.

Materials and Methods: F. nucleatum and ETBF quantities were determined by
guantitative PCR in colon biopsies of 35 CRC patients and 35 healthy individuals
then the results were compared.

Results: F. nucleatum rate and quantities in female patients with CRC was found
statistically significantly higher than those of male patients (p=0,003, p=0,013
respectively). There was no statistically significant difference between female and
male patients with CRC in terms of ETBF rate and quantities (p=0.521, p=0.515). In
50-74 age group, in women and men with CRC, comparing with controls ETBF
guantities were statistically significantly higher (p=0.005, p=0.047) and F. nucleatum
guantities were statistically significantly high between women patients and controls
but not different between male patients and controls (p=0.009, p=0.083).
Regardless age and gender, the rate and quantities of F. nucleatum was not
statistically different between patients and controls (p=0.447, p=0.95), whereas
ETBF rate and quantities were statistically significantly higher in patients compared
to controls (p=0.002, p=0.004).

Conclusion: Between 50-74 ages, in which routine screening was performed in
terms of CRC ETBF could play a role in the etiology of CRC in both men and women
and F. nucleatum only in women.

Keywords: Colorectal cancer, Fusobacterium nucleatum, Enterotoxigenic

Bacteroides fragilis, qPCR



1. GIRI$

insan bagirsak mikrobiyotasi 100 trilyon kadar mikroorganizmaya sahip
kompleks ekolojik ¢evreye sahiptir. Bagirsakta bulunan toplam genom miktari insan
genomunun vyaklasik 100 kati kadardir. Fekal agirhigin tahmini yarisi kadari
mikroorganizmalardan olusmakta, ortalama 40.000 veya daha fazla tir
bulunmaktadir. Mikrobiyota konaktaki bazi metabolik aktiviteler, immiin sistem
modiilasyonu, patojenlere karsi koruma gibi gorevler Gstlenmekte, diyet ve ¢evresel

faktorlerden etkilenebilmektedir[1].

Cesitli mikroorganizmalar ile bazi kanserler arasinda kanitlanmis iliskiler
bulunmaktadir. Ornegin Diinya Saglik Orgiitii'niin bildirimine gére Helicobacter pylori
mide kanseri gelisiminde sinif 1 karsinojendir[2]. Kolonda olasi onkojenik bakterilere
ait iliski; 6rnegin Streptococcus bovis bakteriyemisi/endokarditi ile KRK arasindaki
klinik baglam daha 6nceden ortaya konmustur[3]. Daha sonra KRK’li hastalarin fekal
ve doku oOrnekleri ile yapilan incelemeler sonucunda daha fazla spesifik bakterial
patojeninin  KRK ile iliskisi ortaya konmustur. Ozellikle Fusobacterium spp.
Streptococcus gallolyticus, Enterococcus faecalis, ETBF incelemeye alinan bakteriler

arasindadir[4-7].

B. fragilis ile ilgili yapilan ilk calismalarda bakterinin ishale neden oldugu
dislinilmis ve bu durum hayvan modellerinde gosterilmistir. Sonraki calismalarda
ETBF'in inflamasyona neden oldugu hayvan calismalari ile desteklenmis, farelerde
akut semptomatik kolite neden oldugu ve kolonda kolonize olarak persistan
inflamasyona yol actigi saptanmistir. ETBF'in uzun sireli inflamasyon cevabi

olusturarak KRK kanserde rol oynayabilecegi diislinGlmistir[8-10].

F. nucleatum oral mikrobiyotada bulunur ve farkli patojenler ile birlikte
gingivit, periodondit gibi enfeksiyonlara yol acabilen bir bakteridir. Bu bakteri,
fuziform morfolojide, adezyon ve invazyon 6zellikleri bakimindan sustan susa oldukca

heterojen olan bir bakteridir ve son yillarda artan miktarlarda intraabdominal abse,



apendisit gibi enfeksiyonlarda rapor edilmektedir[11]. Yakin zamanda ise KRK’li
olgularin timorli dokularinda ¢ok fazla miktarda bulundugu gosterilmis, KRK ile

iliskisi bakiminda dikkat ¢eken bir patojen olmustur[12-15].

Guncel veriler dogrultusunda bagirsak mikrobiyotasinda bulunan F.
nucleatum ve ETBF’in KRK’li timor dokularinda artmis miktarlarda bulunmasi bu

bakterilerle kolon kanseri arasinda iliski olabilecegini ortaya koymustur[11-31].

Ulkemizde bu konuda 6zellikle kolondan alinan tiimér biyopsi érnekleriyle
yapilmis bir calisma heniiz bulunmamaktadir. Bu bilgiler dogrultusunda ¢alismamizda
KRK’li hastalarin timor biyopsi 6rneklerinde F.nucleatum ve ETBF varligini ve
miktarini  belirlemeyi, bunlari saghkli bireylerin kolon biyopsi 6rneklerindeki
miktarlarla kiyaslayarak, KRK’li olgularda bu bakterilerin miktari bakimindan bir
farkliik olup olmadigini saptamayi boylece KRK etiyolojisinde F. nucleatum ve

ETBF’nin rollini belirlemeye yonelik bir pilot calisma yapmayi amacladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kolon Anatomisi

ileumun terminalinden anal kanala uzanan bélim kolon olarak
adlandiriimaktadir. Yaklasik yiz - iki yiz cm uzunlugundadir. Terminal ileumun
icerigini bosalttigl ilk bolim ¢ekum, sonra gikan kolon, transvers kolon, inen kolon,
sigmoid kolon ve rektum gelmektedir[32,33]. Temel islevi sivi absorbsiyonu ve
sonrasinda digkinin bosaltiimasidir. Bélimden bélime gapi degismektedir. Cekum
en genis bolim sigmoid ise en dar bolimdir. Temel fonksiyonlari; su emilimi, bazi
vitaminlerin Uretilmesi, icerigin digki haline dénismesi ve atilimidir. Cikan kolon
yaklasik on bes cm uzunlugundadir ve ¢ekumdan karaciger sag lobunun altina
uzanarak sola donlip sag hepatik fleksurayi olusturur ve transvers kolon olarak
uzanir. Transvers kolon ise yaklasik kirk bes cm uzunlugunda, hepatik ve splenik
fleksura arasinda uzanir. inen kolon yaklasik yirmi bes cm uzunlugunda, bobregin 6n
komsulugunda olacak sekilde uzanir. Sigmoid kolon uzunlugu on bes ile elli cm
arasinda olabilir (ortalama otuz sekiz cm) ve rektum, sigmoid kolonla beraber diski

rezervuari olarak gorev alir. On iki- on bes cm uzunlugundadir[34,35,36].

2.2. Kolon Histolojisi

Histopatolojik olarak icten disa tunika mukoza, tunika submukoza, muskiler
tunika ve serozadan olusmustur. Tunika mukoza; epitelyal lamina, lamina propriya
ve muskularis mukoza olarak (¢ kisimdan olusur. Kripta adi verilen mukus salgilayan
mukozal katlantilar igerir. Yiizey epiteli, basit kolumnar ve kiboid epiteldir. Villus
bulunmaz. Tunika submukoza ise bolca kan damari, lenfatikler, yag hiicreleri ve
lenfatik nodlller iceren gevsek bag dokusudur. Muskuler tunika, sirkiler ve
longitudinal kas tabakalari ile Auerbach noral pleksusu icerir. Tunika seroza, visseral

peritondur[37,38,39].



2.3. Kolon Fizyolojisi

Kolon ve rektum esas olarak, su ile elektrolitlerin emilimi, diskinin
depolanmasi ve disari atilmasindan sorumludur. Giinde bin bes yiz ml kadar kimds
kalin bagirsaga gelir, yiz ml’den daha az kismi diskiya donlserek atilir. Diskinin
blyuik miktari su, geri kalani kati maddelerdir. Kolonda bulunan mikroorganizmalar,
B12, tiyamin, riboflavin gibi cesitli vitaminlerin sentezinde ve cesitli gazlarin

olusumunda etkilidir[40,41].

2.4. Kolorektal Kanser

KRK’ler cesitli faktoérlere bagl olarak gelisebilmektedir. Ornegin genetik,
diyet icerigi, cevresel etkilenmeler, inflamatuvar o6zellikler gibi faktorlerin KRK
gelisiminde rol oynadigi bildirilmektedir. Elde edilen veriler ile yas, erkek cinsiyet,
sigara oykisl, aile ©ykisl, sedanter yasam tarzi, iIBH (inflamatuvar bagirsak
hastaliklari), obezite, KRK gelisiminde en dnde gelen gevresel ve genetik faktorlerdir.
Ozellikle yiiksek kalori icerikli diyet, kirmizi et tiiketiminin fazlaligi, fazlaca kizartiimis
kirmizi et, satlre yag tuketiminin fazlahgi, alkol kullaniminin fazlahg gibi diyet
ozelliklerinin KRK’lere yakalanma olasiligini arttirdigi gosterilmistir. Bunun aksine lif
oranindan yiiksek diyet, antioksidan 6zellikli vitaminler, taze sebze ve meyve, NSAIi
(non-steroid antiinflamatuvar ilag) ve kalsiyumdan zengin besinlerin tiiketiminin ise

KRK'i azalttigi bildiriimektedir[42,43,44,45].

KRK’de olasi risk faktorlerini belirlemek hedef populasyonlari olusturmak ve
sonrasinda tarama ve takip programlari olusturmak icin dnemlidir. KRK icin yasin
onemli bir risk faktori olarak rol oynadigi; 6zellikle KRK’lerin gériilme oraninin elli
yasindan sonra 6nemli derecede arttigl calismalarda belirtilmektedir. Bu nedenle
hicbir sikayeti ve klinik bulgusu olmayan bireylerde tarama programinin elli yas ve

Gzerinde baslamasi 6nemlidir[46,47].

Turkiye Halk Saghgi Kurumu’nun vyayinladigi 2013 vyilindaki Kanser
istatistikleri’'nde Tirkiye’de 35-39 yas araligindaki erkeklerde 100.000’de 3,1 olan
kanser insidansi yas ile artarak 70-74 yaslari arasinda 100.000’de 130’a kadar ¢iktig
belirtiimektedir[48].



2.4.1. Kolorektal Kanserin Gelisimi

KRK olusumunda iki farkli mekanizma bulunmaktadir. ilk mekanizma
sporadik KRK vakalarinin ortalama %80’inde bulunan APC/betakatenin yoludur. Bu
mekanizma, adenom- karsinom sireci olarak da anilmaktadir. Bu vyolda,
kromozomal dengesizlik sonucu asamali olarak onkojenik genlerde ve timor
baskilayici genlerde mutasyonlar gerceklesir ve birikir. Once kolonda epitel
proliferasyonu ile lokalize bir boélgede kiiciik adenomlar olusur; bu adenomlar
sonrasinda progresif genisler; displazi meydana gelir ve invaziv kansere ilerler.
Adenomlarda baslatici, APC geninin kaybidir. APC timor baskilayan bir gendir. APC
geni, beta-kateninin yikimindan sorumludur ve fonksiyonunun bozulmasiyla betal3
katenin birikimi ile MYC ve siklin D1 niikleusta aktive olur DNA transkripsiyonu
suratlenir. APC kaybi ile mutasyona ugrayan Kirsten sican sarkom viral onkojen (K-
RAS) aktifleserek sabit mitotik sinyalleri iletir, apopitoz engellenir. Ayni zamanda,
kanser baskilayici gen oldugu disinilen 18921 geninin delesyonu da KRK gelisimi
Uzerinde etkilidr. Bu bolgede; Deleted in Colon Carcinoma (DCC), Deleted in
Pancreatic Cancer 4 (DPC4/SMADA4) ve Mothers Against Decapentaplegic Homolog-
2 (SMAD?2) genleri vardir. Bu genlerden hangisinin kanser gelisiminde rol oynadigi
bilinmemektedir. Wild tip P53 (TP53)'de kolon kanserlerinin %70-80’inde kaybi
gorilen bir baska timér baskilayici gendir. ikinci yol ise DNA mismatch tamir genleri
ile ilgilidir. Genetik lezyonlarin olmasi ile karakterizedir. Sporadik vakalarda %10-15

oraninda bulunmaktadir[49,50].

2.4.2. Kolorektal Kanserde Klinik Bulgular

KRK mukozadan koken alarak yavas yavas blydr, ilk olarak bagirsak duvarina
invaze olup sonrasinda komsu organlara invaze olur. Obstriiksiyona neden
olabilecek kadar biyiylyebilir. Komsulugundaki organlarda yaptigi basiya bagl
bulgular gorulebilir. Sag kolon timorleri asemptomatik olabilir veya ilk bulgusu
anemi olabilir. Baslica belirtiler diskilamada degisiklik, diski kalibresinde azalma,

istahsizlik, kilo kaybi, melena, konstipasyondur[51].



2.4.3. Kolorektal Kanser Histopatolojisi

KRK'ler baslica adenokanserdir ve farkli boyutlarda gland benzeri yapilar
icerir[52]. %90’1 adenomlardan kéken almaktadir. Adenom olusumu ve sonrasinda
displazi, insitu ve invazif kanserin meydana gelmesinin ortalama on yil sirdigi
bilinmektedir. KRK gelisme olasiligl, polip sayisi ve buyuklGginin yani sira villoz
histolojide olmasi ile artmaktadir. Adenomlarin fazlaca miktari polipoiddir ve
poliplerin az bir kismi diz veya deprese 6zelliktedir. Tubiler adenomlarin
kanserlesme olasiligi  %5’tir, tubulo-villoz olanlarda bu oran %22, villoz
adenomlarda bu oran ise %40 civarindadir. Polip boyutu 2 cm’den fazla ise

kanserlesme riski de artmaktadir[53,54,55,56].

2.4.4. Kolorektal Kanserlerin Tanisi

Baslica kolonoskopi, fleksibl sigmoidoskopi, rektosigmoidoskopi, akciger
grafisi, baryumlu kolon grafisi, bilgisayarli tomografi, manyetik rezonans
gorintileme, pozitron emisyon tomografisi, laboratuvar tetkikleri histolopatolojik

inceleme klinik tanida kullanilmaktadir[57].

Kolonoskopi

Modern endoskopi ve kolonoskopi 60’li yillarda fiberoptik aletlerin
gelistirilmesiyle baslamis, 1970’lerin basindan itibaren fiberoptik (fleksibl)
endoskopi, gastrointestinal hastaliklarin tanisinda en 6nemli araglardan biri haline
gelmistir. Onceki yillarda acik cerrahi ile tedavi edilen bircok gastrointestinal
hastalik, endoskopik yontemlerle tedavi edilebilmeye baslanmistir. Fiberoptik
endoskopideki teknolojik gelismeler gastrointestinal cerrahi uygulamalarina dahil

edilerek, sindirim sistemi hastaliklarina ¢ok yonli yaklasimi mimkin kilmistir[57].

Kolonoskopi endikasyonlari
Kolonoskopi en sik kullanilan tanisal yontemlerden biridir. Kolondaki birgok
hastaligin tani ve tedavisinde kullaniimaktadir. Bazi hastaliklarda takip amach da

kullanilmaktadir. Tanisal kolonoskopi endikasyonlari asagida siralanmistir[57,58].



Tablo 2.1. Tanisal kolonoskopi endikasyonlari[57,58]

. Aciklanamayan rektal kanama
o Radyolojik olarak tespit edilen lezyonlarin teyidi veya histopatolojik

degerlendirilmesi

o Polip veya kanser takibi

. IBH tani ve takibi

. Divertikuler hastalik tani ve takibi

. Anemi etiyolojisinin belirlenmesi

. Ciddi organik hastaliklarin belirtileri olan istahsizlik, halsizlik, kilo kaybi,

bagirsak aliskanliginda degisiklik gibi belirtilerin arastiriimasi

o Erken kanser tespiti i¢cin tarama

. Sebebi belirlenemeyen ishal, kabizlik

. Transplantasyon 6ncesi tarama

. Klinik arastirma

. Sivi veya doku ornegi almayi gerektiren durumlar

o Cesitli nedenlere bagh kolit varhgi (radyasyon koliti, iskemik kolit, enfeksiyoz
kolit vs.)

o Kronik karin agrisi

Fleksibl Sigmoidoskopi: KRK’lerin %50’si bu bdlgede yerlestiginden ¢ift kontrastli
baryum enema ile birlikte yapildiginda kolonoskopiye alternatif olabilir[57].
Rektosigmoidoskopi: 40 vyas alti distuk riskli bireylerin  taramasi igin
kullanilmaktadir[57].

Akciger Grafisi: KRK'ler karacigerden sonra en sik akcigere metastaz yaptigindan
cerrahi girisim 6ncesi ve takipler esnasinda akciger grafisi ¢ekilmektedir[59].
Baryumlu Kolon Grafisi: Primer basvurulmasi gereken radyolojik gorintiileme
yontemidir[59,60].

Ultrasonografi (USG): Batin ici kitlelerin degerlendirilmesi, karaciger metastazlarinin
incelenmesi ve rektum timorlerinin evrelendirilmesinde kullanilmaktadir[60,61].
Bilgisayarli Tomografi (BT): BT taramasi, KRK evrelemesi icin vazgecilmez bir

yontemdir. Tmoran alanini, buyakligian, lokal, bolgesel ve metastatik yayilimini
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belirlemeye yardimci olur. Duvar invazyonu, mezenter igine timor yayilimi ile lenf
nodu ve uzak metastazlarin varligi gibi hasta prognozunu etkileyen faktorlerin
belirlenmesine yardimci olur[61].

Manyetik Rezonans Goériintiileme: Lokal timor ekstansiyonu, lokalizasyon, T evresi,
potansiyel cevresel rezeksiyon alanlari, mezorektal fasyal tutulum ve ekstramural
veya vendz invazyonun belirlenmesi, tedavi stratejisini belirlemek icin
kullanilmaktadir. Baslangi¢ evrelemede 6nerilen yéntemdir[60,61].

Pozitron Emisyon Tomografisi (PET): Pelviste niiks timor ile fibréz dokuyu ayirt
etmekte kullanilir. Hastaya fluorodeoksiglukoz substrati enjekte edilerek doku
metabolizmasindaki farkliligi ortaya konur. Kanserli hiicrelerde hipermetabolizma
nedeniyle kanser hiicrelerinin bulundugu yerde aktivite tutulumu goéralar[61].

PET ve BT: Kiglk rekirrensleri veya lenfadenopatilerdeki timor odaklarini
gostermek amaciyla kullanilir[61].

Helikal BT: Artefaktlarin azalmasi ve birgok planda Ui¢ boyutlu goriinti verebilmesi
ile farkh avantajlari bulunmaktadir[61].

Laboratuvar Bulgulari: Tam kan sayimi, karaciger fonksiyonunu gosteren testler,
CRP, diskida gizli kan, Prokalsitonin, CEA, CA-19-9 gibi tetkikler yapilmaktadir[61].
Histopatolojik Tani: Alinan biyopsi orneklerine histopatolojik inceleme yapilarak

tani konur[61].

2.5. Bagirsak Mikrobiyotasi ve Mikrobiyotanin Gelisimi

Gastrointestinal sistem (GiS) yasamin basinda steril olmasina ragmen birkag
saat icinde annenin vajinasi ve fekal mikrobiyotasindaki mikroorganizmalar ile
kolonize olur[62,63,64]. Karmagsik bir sire¢ olan kolonizasyon siireci gesitli
faktorlerin etkilesimiyle olusur[65].

Kolonizasyon slreci 4 donemde incelenebilir, bu sire¢ 6mir boyu
siirmektedir[66].

Dogum sirasi dénem baslangic kolonizasyonu gibi distinilebilir. Ozellikle
Enterobacteriales gibi aerobik bakterilerin alinmasiyla meydana gelir. Dogum
sonrasi donem, emzirme ile kompleks karbonhidratlari seven aerobik ve anaerobik
bakteriler (Lactobacillales vb.) ile ikinci haftadan sonra ilk floranin olusmasidir.

Normal beslenme dénemi, diger bir deyisle eriskin donemde, siit haricindeki
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gidalarin  alinmasi  sonucu ozellikle anaerop bakterilerin baskin oldugu
mikroorganizmalar ile kolonizasyon gerceklesir. Yaslihk doéneminde, fizyolojik
dengenin bozulmasiyla Clostridium spp. miktarinda artis gozlenir.

Normal beslenme déneminde mikrobiyota yaklasik 10'* hiicre/gr oraninda
bakteri icermektedir. Bu sayi viicuttaki toplam hiicre sayisindan yaklasik 10 kat daha
fazladir[67, 68, 69] . Mikrobiyotada sayica baskin aileler Firmicutes ve Bacteroidetes
filumlaridir[70].

Cografik bolgeler ve demografik nedenler mikrobiyotanin igerigini
etkileyebilir. Bagirsak ekolojisinde farklihgin potansiyel nedenleri lokal cevre,

kalitim, beslenme, yasam tarzlarindaki farkliliklar olarak siralanabilir[71,72,73].

2.6. Mikrobiyotanin immiin Sistemle iligkisi

Mikrobiyota mukoza ile siki iliski halindedir. Mikrobiyota ve urlnleri konagi
etkilerken ayni zamanda konak da mikrobiyotada mutlaka etki olusturur. Buradaki
bakterilerin bagirsak epiteli ile siki iligkili olmasi, immun sistemin uyarilmasi ayni
zamanda bagirsak batlnligld icin oldukca 6nemlidir. Bu iliski dengelidir. Konak,
bakteriler ile sirekli temastadir bu nedenle inflamasyon goérilmemelidir, aksi
takdirde bagirsak batlnligld bozulabilir ve inflamasyon siirekli bir hale gelir, diger
taraftan bakteriyel invazyon olmamasi igin immin yanit her zaman
tetiklenebilmelidir. Bu sebeplerden dolayl konak hiicreleri, kommensal bakterileri
kesinlikle ayirabilmelidir[74]. Konagin bu bakterileri tanimasi ve saglikli dokularda
bu bakterilere inflamatuvar yaniti olusmamasi “kommensal paradoks” seklinde

tanimlanir [75].

2.7. Kolon Mikrobiyotasi

Kolon mikrobiyotasi olarak yaptigimiz kaynak tarama neticesinde bagirsagin
bu bélgesindeki mikrobiyotanin ince bagirsaginkinden farkli oldugunu belirten bir
kaynaga rastlayamadik.
2.8. Diski Mikrobiyotasi

Mikrobiyota ile ilgili cogu ¢alisma diski mikrobiyotasindan yapilmistir. Clinka

toplanmasi ve ulasimi kolaydir. Diski mikrobiyotasinda mukozal bakteriler ile birlikte



[imene yapismayan bakteriler bir arada bulunmaktadir[76]. Kolon mukozasina ilisik
mikrobiyal karisimin  diski icerigindeki karissmdan daha farkli  oldugu
gosterilmistir[77]. ince bagirsak mukozasindaki mikrobiyotanin benzer sekilde
diskida da ayni baskin tiirlerle yer almasi nedeniyle diski mikrobiyotasinin kanalin
mikrobiyotasini  gosterdigine inanilmaktadir. Insan digki  mikrobiyotasinin
arastirilmasinda ginimizde sekans yontemleri kullanilan calismalarda DNA
dizilerinin  %90’dan fazlasinin Firmicutes ve Bacteriotedes’e ait oldugu

saptanmistir[78].

2.9. Mikrobiyotanin islevleri
Bagirsak mikrobiyotasinin islevleri; koruyucu iglevler, immunolojik islevler ve

metabolik islevlerdir.

2.9.1. Koruyucu islevler

Mikrobiyota, potansiyel patojenler kolonizasyonuna karsi konagi korur.
Epitel hicreleri ile immiuinolojik hiicreler arasinda iliskiyi olusturur. Mikrobiyotadaki
bakteriler mukozaya cesitli sekillerde baglanabilir[79]. Hidrojen peroksit ve nitrojen
oksit salgilayabilirler. Bu maddeler antimikrobiyal 6zelliktedirler. Mikrobiyotadaki
bakteriler, farkl antimikrobiyal peptitler de sentezleyebilirler[80,81]. Ayrica,
besinleri tiiketerek, bakterosidinler Ureterek, intraliminal pH’1 azaltarak ve dis
kaynakli ya da kolonize olabilen patojenlerin ¢ogalmasini kontrol altina alarak

koruyucu o6zellik gosterirler[82,83].

2.9.2. immiinolojik islevler

Dogumda vyenidogan, steril intrauterin ¢evreden antijenden zengin
ekstrauterin bolgeye gecis yapar. Bu donemde, potansiyel patojenlerin ve
kommensal bakterilerin taninmasi, ayrimlarinin yapilmasi olduk¢a énemlidir. Bunun
sonucunda uygun yanit ile konagi hastaliklardan korur[84].

Bagisikhik sistemi ile cevre arasinda temel ara yiz bagirsak mukozasidir.

Bagirsak iliskili lenfoid doku (GALT), viicudun en biyik organize lenf dokusudur[85].

10



Dolasan lenfositlerin %70’i bagirsaklardadir, bu sebeple bagirsak en blyuk
immunolojik organdir. Mikrobiyotada bulunan antijenler, Peyer plaklarindaki M
hicreleri ile alinarak lokal dendritik hiicrelerle islenir, CD4+ diizenleyici T'lere (Treg)
sunulur, IL-10, TGF-B salgilanarak antijenlere télerans saglanir [86].

Mikrobiyotadaki bakteriler, toll benzeri reseptérler (TLR) ile sinyal
olusturarak daha kompleks hicre ici sinyal yolaklarini aktiflestirirler[87]. Gram
negatiflerde lipopolisakkarit (LPS) ile olusan sinyal TLR-4 araciligiyla [88], Gram
pozitiflerde lipoteikoik asit ile olusan sinyal TLR-2 aracihgiyla etki
gostermektedir[89].

Mikrobiyotadaki Gram pozitifler IL-12 ve IFN-gama salinimini, Gram
negatifler I1L-6, IL-8 ve IL-10 salinimini uyarirlar[90] . Konak immiin sistemi ve
mikrobiyota arasinda kompleks bir capraz reaksiyon bulunmaktadir. Ornegin B.
fragilis, Polisakkarit A ile regilatuvar hicrelerde antiinflamatuvar sitokinlerin

uyarimini saglamaktadir [87].

2.9.3. Metabolik islevler

Mikrobiyotada bulunan mikroorganizmalar metabolik olaylar icin gerekli kisa
zincirli yag asitlerinin yikilmasinin engellenmesi, K vitamini sentezi, besinsel
sindirilemeyen karbonhidrat (NDC)’larin yikilmasi gibi metabolik islevlerde goérev
alirlar[91,92].

Kisa zincirli yag asitlerinin sentez goérevini Ustlenen bakteriler 6zellikle kolon
epitelinin farkhlasmasinda trofik etki yaparlar. Asetat, propiyonat, bitirat ve laktat
gibi NDC'lar kolon epitelinde énemli besin kaynaklarini olusturur ve bu kaynaklar
metabolik fonsiyonlar icin dnem arz eder[93].

Lipofilik 6zellikte olan K vitamini bagirsaktaki bakteriler tarafindan sentez
edilir. K vitamini bazi enzimler icin esansiyeldir. Eksikliginde yeni doganlarda
hemorajik hastaliga neden olmaktadir. Vitamin B12, bagirsaktaki bakterilerin
Urettigi diger bir vitamindir. Ayni zamanda bagirsak bakterileri Gire ve amonyumdan
amino asit sentez edebilirler. Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Bifidobacterium
spp., Pediococcus spp., Enterococcus spp., Streptococcus spp. ve Propiyonibacterium
spp. gibi bagirsak mikrobiyotasinda bulunan bakteriler esansiyel yag asitlerini

tretebilirler[94,95]. ince bagirsakta sindirilemeyen karbonhidratlari mikrobiyotadaki
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bakteriler fermente ederek asetik asit, propiyonik asit ve butirik asit gibi kisa zincirli
yag asitlerini lretebilirler. Kolon epiteli icin bitirik asit temel enerji kaynagidir, diger

kisa zincirli yag asitleri ise dolagsima gegerek diger dokularda metabolize olur[96].

2.10. Mikrobiyotay: Etkileyen Faktorler
Mikrobiyotay! etkileyen faktorler i¢c ve dis faktérler olarak iki gruptur. ic
faktorler: Yas, cinsiyet, genetik vb., dis faktorler: Stres, ilag kullanimi, beslenme

ahiskanliklari, cografik yerlesim vb[97].

2.10.1. Yas

Yeni doganlarin mikrobiyotasi, dogum sekli, dogum zamani, beslenme sekli,
antibiyotik kullanimi, yasam sekli ve yasanilan gevreye gore sekillenmektedir[98-
104]. ilk kolonize olan bakteriler siklikla Enterobacteriales, Streptococcus spp. ve
Staphylococcus spp. gibi fakiltatif anaeroplardir. Sonrasinda kolonize olan bakteriler
Bifidobacterium spp., Clostridium spp. ve Bacteroides spp. gibi fakultatif
anaeroplardir[98-108]. Normal dogum ile dogan bebeklerde, dogumdan sonra ilk 24
saatte mikrobiyota, vajinal mikrobiyota icerigine benzer. Ozellikle, Lactobacillus spp.
ve Prevotella spp. baskin tirlerdir. Sezeryanla dogan bebeklerde, mikrobiyota,
deride bulunan bakteriler ile olusmaktadir. Staphylococcus spp., Corynebacterium
spp. ve Propiyonibacterium spp. gibi tirler baskindir. Erken dogan bebeklerde
mikrobiyota, zamaninda dogmus bebeklerdeki mikrobiyotaya gore daha az cesitte
bakteri icermektedir[109].

Yaslilarin daha sabit bir mikrobiyotaya sahip oldugu bildirilmistir fakat
mikrobiyota icerikleri daha cesitlidir ve ana gruplar genc¢ bireylerden daha farkl
olabilir[110-112]. Yash bireylerde genellikle, genc¢ bireylere gore bifidobakteri
oraninin daha distk oldugu saptanmistir[111-115]. Bifidobakterilerin daha az
olmasi vitamin ve proteinlerin sentezini bozabilir, bu durum sindirim, emilim ve

immun sistem fonksiyonlarini etkileyebilir[115,116].
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2.10.2. Cinsiyet

Mikrobiyotaya cinsiyetin etkisini inceleyen ¢alisma cok yapilmamistir ancak
bazi arastirmalarda cinsiyetin olusturdugu farklar iizerinde durulmustur. Ornegin;
Bacteroides spp. ve Prevotella spp. filumlarinin kadinlarda erkeklere goére daha az
oldugu bildirilmistir. Cinsiyetler arasi farkliliklarin gosterilmesi anatomik, hormonal

gibi fizyolojik farkhliklar oldugu icin kolay degildir[114,117].

2.10.3. Genetik Ozellikler

Mikrobiyota Uzerine etki eden faktorlerden biri genetiktir. Bu durum tek
yumurta ikizlerinde fekal mikrobiyotanin benzer olmasi ile gosterilmistir. Dolayisiyla
mikrobiyotanin ve mikrobiyotadaki bakteriyel kompozisyonun genetik durumdan

etkilenebildigini disindirmistir[118-121].

2.10.4. Cografi Konum

Genetik faktorlerin disinda, bulunulan cografi konum da mikrobiyota icin
incelenmistir. Avrupa’da Ulkeler arasinda farkliik oldugu bildirilmistir. Bazi
calismalarda italyan eriskinlerde diger Avrupa lkelerinin eriskinlerine gore
Bifidobacterium spp. 2 veya 3 kat fazla bulunmustur fakat diger bakteriler agisindan
anlamh bir fark saptanmamistir[71,114]. Kuzey Avrupa Ulkelerinde bebeklerin
mikrobiyotasi, gliney Avrupa Ulkelerindeki bebeklerin mikrobiyotasina gére daha
fazla Bifidobacterium spp. icerdigi saptanmisken, buna karsin giliney Avrupa
Ulkelerindeki bu bebeklerde, Bacteroides spp. orani ve mikrobiyota gesitliliginin
daha fazla oldugu bildirilmistir[98]. Farkli kitalarda da benzer ¢alismalar yapiimistir.
Avrupa ve Kuzey Amerika Kitasi’'nda diski mikrobiyotasi, Gliney Amerika, Afrika ve

Ginli katilimcilarin digki mikrobiyotasindan farkli oldugu saptanmistir[72,117].

2.10.5. Beslenme
Saglikh yetiskinlerde mikrobiyotanin kompozisyonunda etkili dis faktorler
blyik besinsel farkhliklar ve antibiyotik kullanimidir. Beslenmenin mikrobiyotaya

etkisi tam olarak aciklanamamistir. Buna karsin kontrolli diyet degisimlerinin bazi
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bakteri gruplarinda degisim yaptig gézlenmistir. Proteinden zengin diyet[122,123],
prebiyotikler[124,125,126], probiyotikler[126-130], kilo kaybina neden olan
beslenme[71,132,133] gibi beslenme gesitleri arastirilmistir. Beslenme ile bakteriyel
metabolizma etkilenebilir ve spesifik besinlerle beslenme saglik acisindan fark
yaratabilir. Ornegin, sigir etiyle fazla miktarda beslenen bireylerde  diski
mikrobiyotasinda, etsiz beslenenlere gore Bacteroides spp., B. vulgatus, B. fragilis ve
Clostridium spp. miktarlarinin arttigi, Bifidobacterium adolescentis’in ise azaldig
gosterilmistir[134,135,136].  Yiksek karbonhidratla beslenme durumunda
Bacteroides spp. miktari azaldigi, E. coli ve Enterococcus spp. miktarinin ise 6n plana
ciktigr gérilmuistiir[137,138]. Nisasta, lif ve bitki icerigindeki polisakkartilerden fazla,
yag ve hayvansal proteinlerden daha az beslenen Afrikali c¢ocuklarin
mikrobiyotasinda, disuk life karsin, hayvansal proteinden zengin besinlerle
beslenen Avrupali ¢ocuklara gore, Bacteroidetes ve Actinobacteria’larinin daha
fazla, Firmicutes ve Proteobacteria’larinin az sayida oldugu bildirilmistir[72].
Vejeteryanlarda, mikrobiyota E. rectale — B. coccoides grup ve C. ramosum

bakterilerinin oraninin fazla oldugu gorilmektedir[139].

2.10.6. Antibiyotik Kullanimi
Farkh siniftaki antibiyotikler, birbirinden farkli etki mekanizmalari ile
mikrobiyota Uzerine farkli etki gosterirler ve konagin yaniti da farkh

olabilir[140,141].

2.10.7. Saglik Durumu, Yasam Sartlari ve Stres

Saglik durumu, yasam sartlari ve stres durumu mikrobiyotay etkileyen diger
faktorlerdir. iskogya’da hastanede yatan yaslilarda, saglikl yashlara gére Bacteroides
spp. ve Prevotella spp. grubu bakterilerin mikrobiyotada daha az, E. faecalis'in ise
fazla oldugu saptanmistir. Burada antibiyotik kullanimi sonucu Bifidobacterium
spp.’de de azalma gozlenmistir[142]. Sinirsel stresin, diskida Bacteroides
thetaiotaomicron sayisini fazlalastirdigl, duygusal stresin ise Lactobacillus spp. ve

Bifidobacterium spp. sayisini azalttigi bildirilmistir[143,144].

14



2.11. Kolon Mikrobiyotasi ve Kanser iliskisi

Son zamanlarda yapilan calismalarla KRK ile kolon mikrobiyotasi arasinda
iliski olabilecegi bildirilmektedir[11-31]. Clostridium septicum, E. faecalis, S.
bovis/gallolyticus, B. fragilis, E. coli ve Fusobacterium spp. gibi kolon
mikrobiyotasinda bulunan bazi bakterilerin KRK patogenezinde rol oynayabilecegi
saptanmistir[12]. Ornegin S. gallolyticus kolon tiimorlerinde normal dokuya gére
%20-50’ye kadar daha fazla bulunmustur[13]. Ayni zamanda bazi ¢alismalarda KRKlIi
kisilerde Bacteroides/Prevotella orani ve F. nucleatum poplilasyonunun normalden

fazla oldugu bildirilmistir[145].

Kolon mikrobiyotasinda bulunan bakterilerin olusturdugu sekonder
metabolitler 6érnegin; DNA hasari veren oksijen ara urinleri, genotoksin Ureterek

direkt hiicre hasari yaparak patogenezde rol alirlar[146].

Yapilan galismalarda ETBF miktarinin KRK’li hastalarda arttigi saptanmistir[7-
10]. Ayni zamanda bazi calismalarda F. nucleatum’un KRK'li kisilerde daha fazla

miktarda oldugunu saptanmistir[12,13,142].

Balamurugan R ve ark.’nin yaptigi ¢alismada E. fecalis’in KRK’li hastalarin
diskilarinda hasta olmayan kisilere gore daha fazla oldugunu bildirmistir. Bu
bakteriler oksijen ve nitrojen radikalleri (ireterek direkt DNA hasari, nokta mutasyon

ve kromozomal instabilite yaparak KRK gelisimine katkida bulunurlar[6].

Ayrica kolon mikrobiyotasi ve kolon kanseri iliskisi incelendiginde; kolon
mikrobiyotasinda bulunan mikroorganizmalardan salinan artmis miktarda
inflamatuvar ajanlar inflamasyon yolaklarini aktifler, normal hiicrelerde kanserlesme
slirecine katkida bulunurlar. Yapilan arastirmalar kolorektal inflamasyonun KRK’e
neden olabilecegini bildirmektedir[148]. Kolorektal bodlgede myeloid ve lenfoid
hiicrelerde sinyal yolaklari bunda ana rol oynamaktadir. Ornegin sinyal dénistiiriici
ve transkripsiyon aktivatori-3 (STAT3) ve Nikleer Faktor-kB (NF-kB) intestinal

epitelde timor gelisimine katkida bulunmaktadir[149,150].

Asagida Tablo-2.2. ve Tablo-2.3.te gosterildigi gibi KRK'li kisilerin fekal ve

doku 6rneklerinde Fusobacterium, Porphyromonas, Bacteroides ve Prevotella

15



kokenlerinin miktarlarinin artmis oldugu bildirilmistir. Ayni zamanda bu kdkenlerin
artisi gorildiga tzere cografi bolgelerde farkhlik gostermemektedir. Bu durum KRK
ile kolon mikrobiyotasi arasindaki iliskiyi ortaya koyabilir. Bu rol bazi mekanizmalar
Uzerinden meydana gelmektedir. Bu mekanizmalar; genotoksin olusumu,
metabolizma ve inflamasyondur. Konak immin cevabi etkileyerek intestinal
epigenetik mekanizmalar Gzerinden etki ettigini diisiiniilmekle birlikte tam olarak
nasil kansere neden oldugu aydinlatilamamistir. Tablo 2.2. ve Tablo 2.3.te
gosterildigi gibi kanserli dokularda ve fekal 6rneklerde F. nucleatum ve B. fragilis
kokeninin daha fazla oldugunu bildiren calismalarin olmasi bu bakterilerin KRK

gelisiminde risk faktori olabilecegi distindirebilmektedir[151].
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Tablo 2.2. KRK’li hastalarin diski mikrobiyotasinda saptanan degisimler[151]

Referans Ornek tipi Artan bakteri Method
Sinha ve ark. 2016 Fekal 6rnekler Fusobacterium ve 16S rRNA gen
Porphyromonas pirosekanslama
Flemer ve ark. 2016 Fekal ve mukozal Bacteroides ve Provetella 16s rRNA

ornekler amplifikasyon
sekanslama
Fekal 6rnekler F. nucleatum gPCR
Wong ve ark. 2016
Liang ve ark. 2016 Fekal 6rnekler F. nucleatum gPCR

Suehiro ve ark. 2016

Fekal 6rnekler

F. nucleatum

Droplet dijital PCR

Kasai ve ark. 2016

Fekal 6rnekler

Actinomyces odontolyticus,
Bacteroides fragiles,
Clostridium nexile,
Fusobacterium varium,
Haemophilus
parainfluenzae, Prevotella
stercorea,
Streptococcus gordonii,

Veillonella dispar

NGS

Fukugaiti ve ark.

2015

Fekal 6rnekler

F. nucleatum ve C. difficile

g-PCR

Chen ve ark. 2013

Fekal 6rnekler

Enterococcus ve

Streptococcus

16S rRNA gen

pirosekanslama

Sobhani ve ark. 2011

Fekal 6rnekler

Bacteroides/Prevotella

Pirosekanslama ve

gRT- PCR

Ahn ve ark. 2013

Fekal 6rnekler

Atopobium/Porphyromonas

ve Fusobacterium

Pirosekanslama ve

Realtime -PCR

Balamurugan ve ark.

2008

Fekal 6rnekler

Enterococcus fecalis

Realtime-PCR

17




Tablo 2.3. KRK’li hastalarin tiimoér doku ornekleri incelemesi sonucunda
mikrobiyotada saptanan degisimler [151]
Referans Ornek tipi Artan bakteri Method
Mima ve ark. 2016
Timor doku 6rnegi F. nucleatum Kantitatif PCR

Wei ve ark. 2016

Tumor doku ornegi

F.nucleatum ve

16S rRNA gen

Bacteroides fragilis pirosekanslama
Li ve ark. 2016 Timor doku 6rnegi F. nucleatum FQ-PCR
Fusobacterium spp.,
Zhou ve ark. 2016 Timor doku ornegi Real-time PCR

E.faecalis, ETBF

Burns ve ark. 2015

Tumor doku ornegi

Fusobacterium ve

Providencia

gPCR ve 16S rRNA gen

pirosekanslama

Gao ve ark. 2015

Timor doku 6rnegi

Firmicutes ve Fusobacteria

16S rRNA gen

pirosekanslama

Mira-Pascual ve ark.

2015

TUmor doku ornegi

ve fekal 6rnekler

F. nucleatum ve

Enterobacteriaceae

PCR ve 16S ribozomal

RNA

gen pirosekanslama

Fusobacterium spp.,

Viljoen ve ark. 2015 Timor doku 6rnegi enterotoxigenic Real-time PCR
Bacteroides fragilis (ETBF)
F. nucleatum and Pan-
Tahara ve ark. 2014 Timor doku ornegi Real-time PCR
fusobacterium
Fusobacterium spp., 16S rRNA

Geng ve ark. 2013

Tumor doku ornegi

Roseburia

Gen pirosekanslama

Warren ve ark. 2013

Timor doku 6rnegi

Fusobacterium,
Leptotrichia and

Campylobacter

16S rRNA gen

pirosekanslama

Castellarin ve ark.

Timor doku 6rnegi

F. nucleatum

RNA sekanslama

2012
Tim Genom
Sekanslamanin
Kostic ve ark. 2012 Timor doku 6rnegi Fusobacterium kantitatif PCR ve
16S rDNA sekanslama
ile eslestirilmesi
Marchesi ve ark.

Timor doku 6rnegi Fusobacterium rRNA sekanslama

2011
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2.12.1. Fusobacterium nucleatum

F. nucleatum anaerop, insan agiz ve bagirsak mukozasinda bulunan Gram
negatif spor olusturmayan comaktir. Fusobacteriaceae ailesinin {yesidir.
Fusobacterium genusunda 14 tir bulunmaktadir. F. nucleatum tiri oldukca
heterojendir, 5 alt tirde siniflandiriimaktadir: nucleatum, polymorphum, vincentii,
fusiforme ve animalis. Bu bakteri oldukca heterojen oldugu icin koloni morfolojileri
farkl olmaktadirve oral mikrobiyotada bulunmaktadir. Dental plaklarda dominant
bakteridir ve primer olarak periodontal hastaliklarla iligkilidir. Ayni zamanda
Lemierre’s sendromu, perikardit, akut apandisit gibi enfeksiyonlara da neden

olabilir[152].

Adhezinler, lipopolisakkarit, serin proteaz, amonyum ve butirat olusumu, yag
asidi baglayici protein-2 (Fap2) ve RadD dis membran proteinleri F. nucleatum’un
virtilans faktorleridir. Adhezinler, Fap2 ile birlikte konak hicrelerine baglanarak
invazyona neden olur. Lipopolisakkarit konak hicrelerine hasar verir, IgA
degredasyonu yapar. Amonyum ve biutirat gingival fibroblastlarda proliferasyonu
inhibe eder. RadD ve Fap2 fonksiyonlari adhezinler gibi Gram pozitif bakterilere ve

Porphrymonas gingivalise baglanir. Lenfosit apopitozisini indikler[153].

2.12.2. Fusobacterium nucleatum ve Kolon Kanseri

KRK spesifik genetik ve epigenetik lezyonlarla karakterizedir ve molekiiler
Ozellikleri bakimindan heterojenite gosterir. KRK’de en sik onkojen K-RAS, timor
protein 53 (TP53) ve Adenomatdz Polipozis Koli (APC) gen mutasyonlari
gorilmektedir. KRK’lerde epigenetik degisimlere de siklikla rastlanmaktadir;
Ozellikle gen promotdor DNA metilasyonu buna oOrnek teskil eder. KRK’ler gen
mutasyonlari ve DNA metilasyon durumlari ile CpG adalarinin metilatér fenotipi

(CIMP) baz alinarak siniflandirilmaktadir[152].

Tipik olarak yiuksek miktarda CIMP iceren KRK’lerde mikrosatellit instabilitesi
(MSI) gelismekte ve bu durum mismatch tamir geni (MLH-1) nin etkisiz hale gelmesi
ve aynl zamanda v-Raf murin sarkomu viral onkogen homologu B (BRAF) geni
mutasyonu ile sonuglanmaktadir. Bu olayda siklikla kromatin diizenleyici genlerde

ozellikle Kromodomain helikaz DNA baglayan protein 7 (CHD7) ve Kromodomain
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helikaz DNA baglayan protein 8 (CHD8) mutasyonlarinin meydana geldigi,
kromodomain helikaz ATP bagimh kromatinin remodalize olmasi ile CIMP1 KRK'in

meydana geldigi gosterilmistir[152].

Son yillarda Fusobacterium tirlerinin koloretal kanser ile iligkisini gosteren
yeni galismalara yer verilmistir. Bu ¢alismalarda F. nucleatum ve pan-Fusobacterium
tdrlerinin KRK’li dokularda, bitisik saghkli dokulara gore daha yogun bulundugu
saptanmistir[12,13]. Bu gline kadar kanserle iliskilendirilen g¢ok sayida
mikroorganizma olmasina ragmen Fusobacterium tirlerinin KRK ile iliskisi yeni bir
konsepttir ve mikrobiyotanin normal liyesi olan bu bakterinin timdrogeneze sebep

olabildigi dislintlmektedir[152].

Tahara T ve ark. yaptiklari ¢alismada Fusobacterium kokenlerini farkli KRK
tiplerinde arastirmislardir. Yiksek miktarda Fusobacterium bulduklari KRK’lerde
nadir genetik ve epigenetik profil elde etmislerdir. Elde edilen bulgularla bagirsak
mikrobiyotasi ile KRK'in molekiiler ozellikleri arasindaki potansiyel iliski varligini

desteklemislerdir[23,152,154].

Arastirmacilar ¢ogu KRK’lerde karsinogenezdeki molekiler olaylarin
F.nucleatum ile iliskili olabilecegini rapor etmislerdir, bu molekiler olaylardan
bazilari, MSI, CIMP, TP53, BRAF, CHD7 ve CHD8 olarak bildirilmistir. Once F.
nucleatum’un KRK karsinogenezindeki rolii APC fare modeli tGzerinden kanitlanmis
ve KRK hiicre buyimesinde E-kaderin/beta katenin sinyalini Fusobacterium adhesin
A (FadA) ile aktive ettigi ayrica F. nucleatum’un diger virlilans faktorleri ile de KRK ile
iliskili olabildigi kesfedilmistir. F. nucleatum’un Fap2 proteini ile immiin hiicrelerin
yanitini engelleyerek timor hicresini immin savunma mekanizmalarina karsi
korudugu belirtilmistir. Ancak KRK gelisiminde F.nucleatum’un asiri bulunmasinin
kanser gelisimine etkisi ve iliskili patobiyolojik yolaklar heniiz tam olarak

bilinmemektedir[13].

2.13. Bacteroides fragilis spp.
Bacteroides fragilis spp. bagirsak mikrobiyotasinda fazlaca bulunur. Ayni
zamanda agiz, ust solunum yollari ve genital mikrobiyota Uyesidir. Yirmiden fazla

tird icinde barindiran blyik bir gruptur. Diger anaeroplar gibi firsatci
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enfeksiyonlara neden olabilirler. En sik intraabdominal bdélgede enfeksiyon
olusturmakla beraber pulmoner bélge ve kadinlarda Grogenital bolgede enfeksiyon

olusturabilirler[155].

2.13.1. Bacteroides fragilis

Gram negatif, hareketsiz, zorunlu anaerop bir bakteridir. Boyutlari 0.8-0.13
pum’den 0.8-1.6 um uzunluga kadar degismektedir. Kapsiil iceren bazi kdkenleri
bulunmaktadir. Kati besiyerinde 1.3 mm c¢apinda konveks, yariopak koloniler
olusturmaktadir. hemin iceren besiyerinde Uretilebilir, kuvvetli asit olustururlar, bu
asit nedeniyle olurler. Bu nedenle frajil olarak adlandiriimigtir. %20 oranindaki
safraya direnclidirler ve 25-45°C de irerler pH=8,0’da cok zayif iirerler. Katalaz testi
pozitif olarak saptanir[156]. B-laktamaz Uretir ve penisiline ve bircok sefalosporine
direnclidir ayni zamanda plazmit ile tetrasiklin, eritromisin ve klindamisine direng
gelisebilir. Apandisit, peritonit, rektal abse, kalp kapak enfeksiyonlari ve pilonidal
kist enfeksiyonu, postoperatif yara enfeksiyonuna neden olabilir. Penisilin ile
kombine B-laktamaz inhibitorleri ve doksisiklin tedavide siklikla tercih

edilir[157,158].

2.13.2. Enterotoksijenik Bacteroides fragilis (ETBF)

Bacteroides fragilis’in, enterotoksijenik ve non-enterotoksijenik olmak lizere
2 farkh varyasyonu tanimlanmistir. Non-enterotoksijenik B. fragilis polisakkarit
metabolizma ve koruyucu immin cevabi saglayan simbiyotik iligkisi ile
karakterizedir. Enterotoksijenik olanlar ise B. fragilis toksini (BFT) icermektedirler.
Bu toksin bft geni tarafindan kodlanmaktadir. BFT ayni zamanda fragilisin olarak da
adlandiriimaktadir ve cinko icerir. Pre-proprotein metalloproteaz holotoksindir.
20kDA agirligindadir. Litik aktivite gdstermez, hiicre proliferasyonunu uyarir. BFT'nin
3 farkli izotipi bulunmaktadir: BFT-1, BFT-2 ve BFT-3. Bunlarin birbirlerinden farkli
toksisiteleri bulunmaktadir ve en toksik tipi BFT-2 dir. BFT'nin in vitro olarak
biyolojik aktivitesi tanimlanmistir, inflamatuvar ishali potansiyel olarak tetikledigi ve

ayni zamanda kolon kanseri ile baglantili olabilecegi belirtilmistir[159].
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2.13.3. Bacteriodes fragilis ve Kolon Kanseri ilgkisi

BFT in vitro olarak kolon epitel hiicrelerinde klor kanallari Gizerinden bariyer
gecirgenligini artirir, bu durum ishale neden olur ve ayni zamanda kolonda
inflamasyon ve karsinogeneze neden olur. BFT'nin indiikledigi bariyer gecirgenligi
hlcreler arasindaki adhezyon proteini olan E-kadherin’in temizlenmesi ile

iliskilidir[159].

BFT proteaz bir toksin olmasina ragmen eldeki veriler BFT'nin E kadherin’in
temizlenmesinde direkt etkisini desteklememektedir. BFT kolon epitel hicre
yuzeyinde henlz karakterize edilememis bir reseptore baglanir. BFT’'nin
baglanmasindan sonra E-kadherin proteininin ATP bagimh yolla parcalanmasiyla
hlcrenin gegirgenligi artar. E-kadherin proteininin yikilmasi B-kathenin yolagini
indlikler. B-kathenin Wingless ve integrasyon-1 (Wnt) yolaginin kritik sinyal
molekaludir. Wnt yolagi APC geni ile regile edilir. APC mutasyonu oldugunda
sporadik kolon kanseri ortaya ¢ikar. Wnt sinyali hicre proliferasyonunun tek
regllatoridir. APC mutasyona ugradiginda RB-kathenin nikleer sinyali sonucunda
disregule proliferasyon baslar. BFT’nin indikledigi E-kadherin yikilimi sonucu R-
kathenin niikleer sinyali ile onkogen cell - miyelositomatozis (c-myc) indiklenir ve
hlcre proliferasyonu meydana gelir. Ayni zamanda BFT’nin indikledigi poliamin
kataliz spermin oksidaz (SMO) enzimi serbest oksijen radikalleri ortaya cikarir. Hiicre
proliferasyon yolaklarinin tam olarak nasil indiiklendigi anlasilamamistir. Bilinen,
BFT'nin NF- kB’yi aktive ettigi ve hlicrelerde mikrotiibil iliskili protein kinaz (MAPK)
sinyalinin aktive olarak proinflamatuvar sitokinlerin salindigidir. BFT ayni zamanda
sikloeoksijenaz-2 (COX-2) enzimini indikler, mukozal prostoglandin E2 yi arttirir. Bu

mekanizma ile inflamatuvar ishal indiiklenir[159].

Bunlarin sonucunda E-kadherin’in temizlenmesi ile NF- kB yolagi aktive olur.
Poliamin mekanizmasi aktive olur, DNA hasari indiklenir. Bu yol BFT’nin

karsinogenezinin anahtar roltidir[159].

2.14. Mikrobiyota Calismalarinda Kullanilan Teknikler
Yeni ortaya cikan ve gelisen molekiler yontemler ile kultlrd yapilamayan

mikroorganizmalar saptanabilmis ve bakteri gesitliligi cok daha iyi kavranmistir.
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Guvenilir dizi verilerinin artmasi ile galismalar asama atlamistir[161]. Teknikler

kiltir bagimh ve kiltir bagimsiz olarak iki asamada agiklanmistir.

2.14.1. Kiltiir Bagimh Teknikler
ilk calismalar farkli tiirlerin kiltiirde iretilmesine ve kolonilerin yapisi ve
biyokimyasal metodlar ile identifiye edilmesine dayaliydi[162,163]. Bu yontemle

mikrobiyotadaki bakterilerin yalnizca %20’si lretilebilir[164].

2.14.2. Kiltiir Bagimsiz Teknikler

1990’lardan itibaren molekuler teknikler klinik arastirmalarda kullanilmis ve
mikrobiyal topluluklari belirleme acisindan cok buylik bir veri elde edilmistir[165].
Bu teknikler mikrobiyotanin igerigini tanimlamaya ve takip etmeye olana
saglamistir. Bu tekniklerin esasi numunelerin icerigindeki nukleik asitlerin (DNA
ve/veya RNA) izolasyonunu saglamaktir. RNA’nin calisma esnasinda potansiyel

olarak parcalanmasindan dolayi DNA calismalarda daha sik kullaniimaktadir[166].

2.14.2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR tip icerisinde kalip DNA, isiya dayanikli DNA polimeraz enzimi Taq
polimeraz, birbirine esit miktarlarda Adenin, Timin, Guanin ve Sitozin bazlari,
katalizor amagh Mg ve Mn gibi iki degerli katyonlar, tamponlar (Tris-Cl) ve tek zincirli
hedefe spesifik oligonikleotidler (primer) ile DNA veya RNA dizilerinin in vitro
cogaltilmasi islemidir. PZR yonteminde sicakhk degisimleri doéngller boyunca
uygulanir. Polimeraz olarak en sik thermofilik Thermus aquaticus’dan elde edilen

Taq polimeraz enzimi kullanilir.

Reaksiyonda prensip olarak g i1s1 degisimi ile gergeklesir:
1. Yuksek sicaklik ile DNA denatiire edilir.
2. Dusuk sicakliklarda primerler baglanir.

3. Orta dizey sicakliklarda dNTP (dinikleotit trifosfat)’ler ile komplementer dizi

meydana gelir[167].
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2.14.2.2. Kantitatif PZR (qPZR)

Kantitatif veya gergcek zamanl PZR, hedef genin kantitasyonuna gercek
zamanli olarak olanak saglar. Oldukga glvenilir ayni zamanda tekrarlanabilir duyarli
bir yontemdir. Mikrobiyolojide bu teknik bakteriler ve virlslerin kantitasyonunda
kullanilir. Florasans tespitine dayanan bu teknikte tamamlanan her siklusta olusan
amplikonlarin sayisina gore florasan sinyal toplanir. Gercek zamali PZR sistemleri
olusan florasan sinyalin 6lgimi ile amplifikasyon egrileri olusturur (Ct, Cq veya Cp).

Aranan DNA’nin miktari bu egrilerle hesaplanir[168].

Florasans sinyalin toplanmasi igin 2 teknik kullanilir. Birinci teknikte, SYBR
green | kullanilir ve hedef spesifik degildir. En sik kullanilan non spesifik boya olan

SYBR green |, olusan tiim gift zincirli DNA’lara baglanarak ve sinyal verir[169].

Diger teknik ise hedef spesifik calisir. Bu teknikte raporlayici ve baskilayici
iceren 6zel boyalar kullanilmaktadir. Bu boyalar gergek zamanli PZR’da ikinci siklikta
kullanilir ve ayni zamanda bunlar Tagman veya hidroliz problari olarakta anilir. Bu
boyalarda, baskilayici boya 3’, raporlayici boya ise 5° ucuna baglanir. Hedefe
spesifiktirler. Raporlayici ve baskilayicilar ~ yakin oligonukleotidlerde
olusturulmuslardir. Yan yana oturduklarinda florasans olusturmazlar[170]. Yeni dizi
olustugunda Taq polimerazin 5’ ekzonukleaz aktivitesi prob’u 5" ucundan kesmesiyle
raporlayici ve baskilayici biri digerinden ayrilir sonrasinda raporlayicinin olusturdugu

yogun florasans tespit edilebilir duruma gelir[168].

Mikrobiyota galismalarinda bakterilerin kantitasyonunun yapilmasi ve yani
sira kiltirde Uretilemeyen bakterilerin tespit edilmesinde kantitatif PZR siklikla
kullanilmaktadir. Maliyetlerinin diger yontemlere gbre uygun olmasi, verilerin
duyarhliginin yiksek olmasi, degerlendirmede biyoinformatik gereksinimlere ihtiyac
olmamasi sebebiyle son yillarda yapilan birgok mikrobiyota galismasinda bu teknik

kullanilmistir [11-31].
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz Eyliil 2018 - Eyliil 2019 tarihleri arasinda, istanbul Universitesi-
Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiltesi, Genel Cerrahi Anabilim Dali Endoskopi
Unitesi'ne kolonoskopi olmak Uzere gelen bireylerden alinan kolon biyopsi
ornekleriyle gergeklestirilmistir. Biyopsi 6érneklerine ait histopatolojik degerlendirme
sonuclar faklltemiz Tibbi Patoloji Anabilim Dali’'ndan temin edilmis, hasta ve
kontrol gruplarinin olusturulmasi sirasinda bu sonuglar kullaniimistir. Biyopsi
orneklerinden DNA izolasyonu fakiiltemiz Ekrem Kadri Unat 2 Laboratuvar’inda
gerceklestirilmistir. PZR analizlerinde Fullgen Biyoteknoloji Laboratuvarlarindan
destek alinmistir. Sonucglar danisman hocamla birlikte degerlendirilmistir. Olgu
kontrol temelli kesitsel ¢alismamiz igin Cerrahpasa Tip Fakiltesi Etik Kurulu’'ndan
onay alinmistir. Calismaya katilan her bireye Ek-1'de belirtiien onam formu

okutulmus ve gereken onam alinmistir.

3.1. Galisma Gruplarinin Olusturulmasi
3.1.1. Hasta Grubu

istanbul Universitesi - Cerrahpasa Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi
Anabilim Dali Endoskopi Unitesi’ne diskilama aliskanliginda degisiklik, diskida kan,
diski kalibresinde azalma, istahsizlik, kilo kaybi, melena, konstipasyon gibi gesitli
sikayetler ile basvuran, kolonoskopi ile alinan biyopsi 6rneginin histopatolojik
inceleme sonucu kolorektal karsinom tanisi alan, KRK disinda baska bir kanser tanisi
almamis ve kolonoskopiden 6nceki 30 glin igerisinde antibiyotik kullanmamis 35
eriskin hasta calismaya dahil edilmistir. Calismada her hasta icin bir biyopsi 6rnegi

kullanilmistir.

3.1.2. Kontrol Grubu
istanbul Universitesi - Cerrahpasa Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi

Anabilim Dali Endoskopi Unitesi’ne diskilama aliskanliginda degisiklik, diskida kan,
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diski kalibresinde azalma, istahsizlik, kilo kaybi, melena, konstipasyon gibi gesitli
sikayetler ile basvuran, kolonoskopi ile alinan biyopsi 6rneginin histopatolojik
inceleme sonucu kolorektal karsinom tanisi veya KRK disinda baska bir kanser tanisi
almamis olan, yas ve cinsiyet bakimindan hasta grubu ile eslestirilmis (match)
bireylerle olusturulmustur. Kolonoskopiden 6nceki 30 giin icerisinde antibiyotik
kullanmamis 35 eriskin birey ¢alismaya dahil edilmistir. Calismada her kontrol igin
bir biyopsi 6rnegi kullaniimistir. Hasta ve kontrol gruplari, yas ve cinsiyet agisindan
eslestirilerek calismaya dahil edilmislerdir (hasta grubu; %48,6 kadin %51,4 erkek,
kontrol grubu; %42,9 kadin %57,1 erkek, Pearson Ki-Kare testi p=0,631) (hasta
grubu yas ort. 62,57 + 12,34, kontrol grubu yas ort. 56,86 + 12,21, Student-t Testi
p=0,056).

KRK tanisi almis 35 hastanin 17 (%48.5)’si kadin, 18 (%51.5)’i erkek hastadir.
Kontrol grubumuzda ise 15 (%42.8)" kadin 20(%57.2)" erkek olmak Uzere 35 birey

bulunmaktadir.

Erkek-Hasta Kadin-Hasta
=18 5=17
(26%) (24%)

Erkek-Kontrol Kadin-Kontrol

$=20 =15
(29%) (21%)

Sekil 3.1. KRK tanisi almis hastalarin ve kontrol grubundaki bireylerin cinsiyete

gore dagilimi
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CDC (Centers for Disease Control and Prevention) KRK taramasini 50 ila 75
arasinda yapilmasini ancak 1. derece yakinlarinda KRK bulunan kisilerin 40 yasindan

itibaren KRK yoniinden taranmasi gerektigine isaret etmektedir[171].

Ayrica yine CDC 75 - 85 vyas arasi kisilerin rutin tarama yerine ancak

hekimlerinin istedigi zaman KRK yoniinden arastirilmasini énermektedir[172].

Calismamizda KRK tanisi alan hastalarimiz da 40 ila 81 yas arasindadir.
Kanser taramasi yapilan 50 - 75 yas grubunda 10’u kadin ve 13’0 erkek olmak (izere
23 hasta bulunmaktadir. 40 - 49 yas arasi hastalar ailede KRK hikayesi oldugundan
taramaya dahil edilmis ve tani almis 5 hastadir. >75 yas grubunda ise hekim istegi

nedeniyle KRK yoninden arastirildiktan sonra tani almig 7 hasta bulunmaktadir.

Tablo 3.1. KRK tanisi almis hastalarin ve kontrol grubundaki bireylerin yas

gruplarina gére dagilimi

Hasta Kontrol
Yas Gruplari | s(%) s(%)

Kadin Erkek Kadin Erkek
40-49yas | 3(8,5) 2 (5,8) 4 (11,4) 5(14,2)
50 - 75 yas 10 (28,6) 13 (37,2) 10 (28,6) 14 (40)
>75 yas 4(11,4) 3(8,5) 1(2,9) 1(2,9)
Toplam 17 (48,5) 18 (51,5) 15 (42,8) 20 (57,2)

Calismamizda KRK tanisi almis 35 hastanin 5 (%14.3)’i 40-49 yas grubunda 23
(%65.8)'t 50 - 75 yas ve 7 (%20)’si 275 yas grubundadir.Kontrol grubumuzdaki
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bireylerin ise 9 (%25.6)'u 40 - 49 yas grubunda, 24 (%68.6)’( 50 - 75 yas grubunda 2
(%5.8)’si 275 yas grubundadir.

40 - 49 yas grubunda yer alan hastalarin 3 (%8.5)’tG kadin 2 (%5.8)’si erkek
hasta iken ayni yas grubunda kontrol grubunu olusturan saglkli bireylerin 4

(%11.4)’U kadin 5 (%14.2)’i erkektir.

50 - 74 yas grubunda yer alan hastalarin 10 (%43.4)'u kadin 13 (%56.6)'U
erkek hasta iken ayni yas grubunda kontrol grubunu olusturan saglikli bireylerin 10

(%41.6)’u kadin, 14 (%58.4’)( erkektir.

>75 yas grubunda yer alan hastalarin 4 (%11.4)’'G kadin 3 (%8.5)'U erkek
hasta iken ayni yas grubunda kontrol grubunu olusturan saglikh bireylerin 1 (%2.9)’i

kadin 1 (%2.9)’i erkektir.

16

14
14
12

10
10
8
6
a4
5 . - -
40-49 50-74 40-49 50-74
Hasta Kontrol

m Kadin mErkek

Sekil 3.2. KRK tanisi almis hastalarin ve kontrol grubundaki bireylerin yas ve

cinsiyete gore dagilimi

3.2. Calismadan Dislanma Olgiitleri
3.2.1. Hasta Grubu Dislanma Olgiitleri

Histopatolojik incelemesinde kolorektal karsinom saptanmayan hastalar,
kolonoskopiden dnceki 30 giin icerisinde antibakteriyal tedavi alan hastalar, KRK
disinda herhangi bir kanseri olan, son 2 ay icerisinde kemoterapi veya radyoterapi

alan hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir.
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3.2.2. Kontrol Grubu Dislanma Olgiitleri

Histopatolojik incelemesinde kolorektal karsinom saptanan hastalar,
kolonoskopiden dnceki 30 giin igerisinde antibakteriyal tedavi alan hastalar, KRK
disinda herhangi bir kanseri olan, son 2 ay icerisinde kemoterapi veya radyoterapi

alan hastalar ¢alismaya dahil edilmemistir.

3.3. Yontemler
Calismamizda numune alimindan sonuglarin elde edilmesine kadar olan

asamalarda kullandigimiz yontemler asagida 6zetlenmistir.

a. Hastalara ve kontrollere ait bilgilerin yer aldigi formlarin doldurulmasi

b. Biyopsi 6rneklerinin laboratuvara tasinmasi ve saklanmasi

c. Biyopsi 6rneklerinden bakterilere ait DNA izolasyonlarinin gerceklestirilmesi
d. Gergcek zamanl PZR (gPZR) ile elde edilen DNA’lardan F. nucleatum ve ETBF
kantitasyonunun yapilmasi

3.3.1. Hastalara ve Kontrollere Ait Bilgilerin Yer Aldigi Formlarin Doldurulmasi
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali Endoskopi Unitesi’'ne

kolonoskopi olmak lizere gelen bireylerden kolon biyopsi drnekleri alinmadan 6nce

¢alisma icin hazirladigimiz formlar dolduruldu. Bu formlarda bireylerin yas, cinsiyet,

meslek, sigara ve alkol kullanimi, kronik hastaliklar, kullanilan antibiyotik, daha 6nce

tani alinan 6nemli hastaliklar, kullanilan ilag, kemoterapi uygulanmasi ve tani

konulan diger kanserler sorgulanmistir.

3.3.2. Biyopsi Orneklerinin Laboratuvara Tasinmasi ve Saklanmasi

Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim Dali Endoskopi Unitesi’nde
kolonoskopi esnasinda alinan doku 6rnekleri 1 ml Dnase Rnase icermeyen distile su
iceren ependorflar icine konularak en kisa zamanda laboratuvara transfer edilmesi

saglandi. Sonrasinda diger islemler yapilana kadar -80 °C’de saklandi.
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3.3.3. Biyopsi Orneklerinden Bakteri DNA’sinin izolasyonu

DNA izolasyonu icin farkli yontemler bulunmaktadir. Bizim ¢alismamizda
DNA izolasyonu igin High Pure PCR template preparation kiti kullanildi (Roche
Diagnostics GmBH, Mannheim Almanya). Uretici direktifleri ile biyopsi érneklerine

asagidaki islemler uygulandi.

1. 25 mg biyopsi 6rnegine 200 ul Doku Lysis Buffer eklendi, Gzerine de 40 pl
Proteinase K eklendi ve iyice karistirildi. 55 °C’de 1 saat inkiibe edilerek dokunun

tamamen erimesi saglandi.

2. Erimis ornege 200 pl Binding Buffer eklenerek derhal karistirildi, 70 °C'de
10 dk inkibe edildi.

3. inkiibasyondan sonra uizerine 100 pl izopropanol eklendi iyice karistirildi

ve erimeyen kiiglk doku pargalarindan arindirildi.

4. Elde edilen lizat High Pure Filter Tubline aktarildi 8,000 devirde 1 dk.
santriflij edilerek tzerine 500 pl inhibitér removal bufferi eklendi sonrasinda tekrar
8,000 devirde 1 dk santrifijlendi. Bu islem her asamada Ustte kalan kisim atilarak 2

kez daha tekrar edildi.

5. Ardindan 10s, 13.000 devirde santrifijlendi ve Ustteki kisim atildi. Olusan
cokiintli yeni bir tiipe alindi. Uzerine 200 pl elution buffer eklenerek, tekrar 8,000

devirde 1 dk santrifijlendi ve ¢okiintiden DNA izole edildi.

6. islem tamamlandiginda 100 pl DNA elde edildi. Biyopsi 6rneklerinden elde

edilen bu DNA’lar nanodrop spektrofotometre (Nanodrop Technologies,

Wilmington, DE, USA) ile kontrol edildi 260 nm’de konsantrasyonlarinin ve 260/280

nm’de safliklarinin 6lcim yapildi.

7. Ornekler cihazdan alindiktan sonra 1,5 ml’lik steril ependorf tiiplerine

alindi -20 °C'de gercek zamanl PZR (gPZR) yapilincaya kadar saklandi.

3.3.4. DNA’lardan Bakteri Sayimi igin Yapilan islemler
Bakterilerin gercek zamanlh PZR (qPZR) islemlerinde asagidaki yontemler

takip edildi. Plazmid standartlar ile sistem tarafindan otomatik olusturulan standart
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egriler numunelerin icerdikleri bakteri miktarinin hesaplanmasinda kullanildi. Bu

sonuglarla kontrol grubu ve hasta gruplari karsilastirildi.

3.3.4.1. ETBF ve F.nucleatum’un Gergek Zamanli PZR (qPZR) Kantitasyon Calismasi

Biyopsi numunelerinden elde edilmis DNA’larla ETBF ve F. nucleatum
calismasinin yapilmasi igin, ETBF’e ve F. nucleatum’a spesifik forward ve reverse
primerleri (Sentromer DNA Teknolojileri, istanbul, Tiirkiye) (Tablo 3.1) iretici firma
direktifleri ile Fast Start Essential Sybr Green Master Mix kiti (Roche Diagnostics
Gmbh, Mannheim Almanya) i¢inde bulunan Rnase ve Dnase icermeyen steril distile
su kullanilarak sulandirildi. Primerler konsantrasyonlari, qPCR reaksiyon final
konsantrasyonu 0,5 pMol olacak bigimde ayarlandi. Tablodaki miktarlar ile

calisilacak her bir reaksiyon icin mastermiks hazirlandi (Tablo 3.3.,Tablo 3.4.).

Tablo 3.2. Primerler tablosu[3,8,12]

GAC GGT GTATGT GAT TTG TCT GAG AGA

ETBF-R ATC CCT AAG ATT TTA TTA TCC CAA GTA

F. nucleatum-F CGG GTG AGT AAC GCG TAA AG

F. nucleatum-R1 ~ GCC GTG TCT CAG TCC CCT

F. nucleatum-R2  GCA TTC GTT TCC AAA TGT TGT CC
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Tablo 3.3. Her bir reaksiyon icin ETBF mastermiks hazirlama protokolii

Malzeme Miktar
PZR kalite su 4,6 pl
ETBF primer F 0,2 ul
ETBF primer R 0,2 pl
Sybr Green Master 10 pl
Toplam Miktar 15 pl

Tablo 3.4. Her bir reaksiyon igin F. nucleatum hazirlama protokolii

Malzeme Miktar

PZR kalite su 4,6 pul
F.nucleatum primer F 0,2 ul
F.nucleatum primer R 0,2 pl
Sybr Green Master 10 ul
Toplam Miktar 15 pl

Olusan mastermiks’lerden LightCycler 480 ¢ok kuyucuklu beyaz pleyt
Uzerindeki (Roche Diagnostics GmBH, Mannheim Almanya) kuyucuklara 15 pl
pipetlendi, sonra bu kuyucuklara elde edilmis DNA’lardan, plazmid standartlardan
ve negatif kontrolden 5 pl ilave edilrek toplam 20 pl’lik qPZR miks + DNA karisimi
olusturuldu. Pipetasyon yapilarak iyice karistirildi. Pleytlerin tzeri folyo, (sealing foil

- Roche Diagnostics GmBH, Mannheim Almanya) ile kapatilarak ¢alisma sirasinda
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buharlasma engellendi. Sonrasinda Uretici firma direktifleri ile pleytler 1500xg’de 2
dakika santriflj edildi. Santrifiij edilmis pleytler, LightCycler 480 (Roche Diagnostics
GmBH, Mannheim Almanya) gPZR cihazi ile ¢ahsilmaya alindi (Tablo 3.4.). Sybr
Green boyasinin dogasi geregi olusabilcek herhangi bir ¢ift zincirli DNA’ya
baglanabilecek olmasindan dolayi spesifik trlinlerin olup olmadigini kontrol etmek
amaciyla cogalma egrileri (Amplifikasyon egrileri), protokolde erime egrisi protokolii
ile olusturulmus her bir reaksiyon igin olusan spesifik erime egrileri kontrol edildi ve
dogrulandi. Sistemde degeri bilinen standartlarla otomatik olarak olusturulan
standart egriye gore pozitif numunelerde sistem vyazilimiyla numunelere ait

otomatik sonuglar olusturuldu.

Tablo 3.5. ETBF ve F.nucleatum igin uygulanan gergcek zamanl PZR g¢alisma

protokolii

Preinkiibasyon Amplifikasyon Erime (Melting) Soguma

Baglanma Erime ve

Asama Preinkliibasyon = Denatiirasyon Denatirasyon Baglanma Soguma
ve Uzama Okuma
Déngi
1 Siklus 45 Siklus 1 Siklus 1 Siklus
sayisli
Sicaklik 95°C 95°C 60°C 95°C 65 °C 95°C 40°C
Siire 10 dk. 5sn. 45 sn. 1 dk. 1 dk. - 30sn.
Analiz Tek nokta Surekli
Yok Yok Yok Yok Yok
modu okuma okuma
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3.4. istatistiksel Analiz

Calismamizda istatistik programi olarak IBM SPSS versiyon 21 (Statistical
Package for the Social Sciences, IBM Analytics, Armonk, New York, USA) kullanildi.
Kategorik veriler siklik ve ylzdeler, slrekli veriler ortalama ve standart hata
degerleriyle tanimlandi. Siirekli degiskenlerin normal dagilima uygunlugu viziel
(histogram, boxplot) ve analitik yontemler (Shapiro Wilk Testi) ile belirlendi. Strekli
degiskenlerin normal dagilm gostermedigi durumlarda, iki kategorili niteliksel
gruplarin (ETBF ve F. nucleatum varligi/yoklugu gibi) stirekli degiskenler bakimindan
karsilastirilmasi Mann-Whitney U testi ile yapildi. Kategorik verilerin birbirleri ile
karsilastirilmasinda Ki-kare testi uygulandi. P<0,05 istatistiksel agidan anlamli olarak

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

CGalismamizda 35 KRK tanisi almis hastanin kolondaki timorli bolgesine ait
biyopsi 6rneklerinde ve 35 kanser ve baska bir patoloji saptanmamis bireyin kolondan
alinan biyopsi orneklerinde elde edilen ETBF ve F. nucleatum varligi ve miktari

hakkindaki bulgularimiz agagida agiklanmistir.

Bircok arastirmada F. nucleatum ve B. fragilis’in KRK tanisi almis hastalarda
bagirsak mikrobiyotasinda artis gosterdigi vurgulanmistir. Bu bakterileri KRK ile

iliskilendiren bazi arastirmacilar olsa da tartismalar devam etmektedir.

Biz de ¢calismamizda 6ncelikle KRK tanisi alan tiim hastalarimiza ait biyopsi
orneklerinde cinsiyet ve vyasa bakilmaksizin, F. nucleatum ve ETBF bulunup
bulunmadigini saptadik ve sonuglari istatistiksel olarak kiyasladik. Bunun yani sira
hasta grubumuza ait biyopsi orneklerinde saptadigimiz ortalama F. nucleatum ve
ETBF miktarini kontrol grubundaki bireylerde saptadigimiz miktarla istatistiksel olarak

karsilastirdik.
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Tablo 4.1. KRK tanisi almig hastalarda ve kontrol grubundaki bireylerde F.
nucleatum ve ETBF varliginin s(%) ve miktarlarinin (loglObakteri/25mg)

karsilastirilmasi

Hasta Kontrol
Bakteriler (5=35) (5=35) P
(+) (-) (+) (-)
S 20 15 17 18
F. 0,473*
(%) (57,1) (42,9) (48,6) (51,4)
nucleatum
Miktar 3,67 £ 0,548 3,04 £ 0,544 0,995**
S 25 10 12 23
0,002*
ETBE (%) | (71,4) | (286) | (343) | (657)
Miktar 2,98 £ 0,350 1,40 £ 0,348 0,004**
*Pearson Ki-Kare Testi **Mann-Whitney U Testi

Elde ettigimiz sonuglar neticesinde:

Doku o6rneklerinden yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde F. nucleatum
varhgr 35 hastanin 20 (%57,1)'sinde, kontrol grubunda ise 35 bireyin 17
(%48,6)'sinde saptanmistir. Hasta ve kontrol gruplar arasinda F. nucleatum
saptanma orani bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi
gortlmustir (p=0,473). Ayrica F. nucleatum miktarlari bakimindan da hasta ve
kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farkliik saptanmamistir

(p=0,995).

ETBF varligi 35 hastanin 25 (%71,4)’inde, kontrol grubunda ise 35 bireyin 12
(%34,3)’sinde saptanmistir. ETBF saptanma orani, hasta grubunda kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiksek bulunmustur (p=0,002). Ayni
zamanda ETBF miktari da hasta grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak

anlamli derecede yiksek bulunmustur (p=0,004).

Yukaridaki verileri elde ettikten sonra, calismamizda KRK tanisi alan kadin ve
erkek hastalarimiza ait biyopsi Orneklerinde F. nucleatum ve ETBF bulunup

bulunmadigini arastirdik ve sonuglari istatistiksel olarak kiyasladik. Bunun yani sira
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kadin hastalara ait biyopsi 6rneklerinde saptadigimiz ortalama F. nucleatum ve ETBF

miktarini erkek hastalarda saptadigimiz miktarla istatistiksel olarak karsilastirdik.

Tablo 4.2. F. nucleatum ve ETBF varhg s(%) ile miktarlarinin (logl0bakteri/25mg)

KRK tanisi almis kadin ve erkek hastalarda karsilastirilmasi

Erkek Hastalar Kadin Hastalar
Bakteriler (s=18) (s=17) P
(+) () (+) (-)
S 6 12 14 3
0,003*
F. nucleatum (%) (33i3) (66r7) (82r4) (17i6)
Miktar 2,13+0,731 5,30+ 0,624 0,013**
S 12 6 13 4
0,521*
ETBF (%) | (66,7) | (333) | (765) | (23,5)
Miktar 2,81+0,528 3,17 £ 0,466 0,515%*
*Pearson Ki-Kare Testi **Mann-Whitney U Testi

Doku oOrnekleri ile yapilan galisma sonucunda F. nucleatum varhg 18 erkek
hastanin 6 (%33,3)’sinda, 17 kadin hastanin 14 (%82,4)'iinde saptanmistir. Kadin
hastalarda F. nucleatum saptanma orani erkek hastalara gore istatistiksel olarak
anlaml derecede yiksek bulunmustur (p=0,003). Ayni zamanda kadin hastalarda F.
nucleatum ortalama miktarlari erkek hastalara gore istatistiksel olarak anlamli bir

fark saptanmistir (p=0,013).

ETBF varligi 18 erkek hastanin 12 (%66,7)'sinde, 17 kadin hastanin 13
(%76,5)’ inde saptanmistir. Erkek ve kadin hastalar arasinda ETBF saptanma orani
bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,521). Bununla
birlikte ETBF ortalama miktarlari bakimindan da kadin ve erkek hastalar arasinda

istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmamistir (p=0,515).
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Calismamizda KRK tanisi alan kadin ve erkek hastalarin ve kontrol grubundaki

kadin ve erkek bireylerin yaslari dikkate alinarak bunlar 40 - 49 yas grubu, 50 - 74

yas grubu ve >75 yas grubu olmak Uzere Ug¢ yas grubunda toplanmigtir. Doku

orneklerindeki F. nucleatum ve ETBF miktarlari hasta kadinlarla saglikh kadinlar

arasinda ve hasta erkeklerle saglikli erkekler arasinda yas gruplari bakimindan

kiyaslanmistir.

Tablo 4.3. F. nucleatum ve ETBF miktarlarinin (logl0 bakteri/25mg) hasta ve

kontrol grubundaki kadinlarda yas gruplarina gore karsilastiriimasi

Hasta grubu Kontrol grubu
Yas
Bakteriler (kadin) (kadin) P*
Gruplan
s Ort * S.Hata S Ort * S.Hata
40-49 3 4,32 +2,162 4 4,90+1,636 | 0,212
50-74 10 5,78 £ 0,674 10 2,05+0,858 | 0,009
F.nucleatum 275 4 4,83+1,610 1 6,54** 0,157
Tim
17 5.30+ 0,624 15 3.11+0,800 | 0,250
yaslar
40-49 3 2,66 +1,333 4 2,58+1,590 | 0,714
50-74 10 4,19 £ 0,268 10 1,45 +0,604 | 0,005
ETBF 275 4 0,98 £ 0,989 1 0,30 ** 0,617
Tim
17 3,17 £ 0,466 15 1,66 +0,576 | 0,044
yaslar

*Mann-Whitney U Testi

** jlgili bolmeye ait yalnizca bir birey oldugundan standart hata hesaplanamadi.

F. nucleatum miktari kadin hasta ve kontrollerde incelendiginde:

40 - 49 yas araliginda F. nucleatum miktari bakimindan, hasta kadinlar ile

kontrol

saptanmamistir (p=0,212).

grubundaki

kadinlar

arasinda
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50 - 74 vyas araliginda F. nucleatum miktari hasta kadinlarda kontrol
grubundaki kadinlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

(p=0,009).

>75 yas araliginda F. nucleatum miktari bakimindan, hasta kadinlar ile
kontrol grubundaki kadinlar arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark

saptanmamistir (p=0,157).

Tum yas gruplarindaki toplam kadinlar degerlendirildiginde hasta kadinlar
ile kontrol grubundaki kadinlar arasinda F. nucleatum miktari agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,250).
ETBF miktari kadin hasta ve kontrollerde incelendiginde:

40 - 49 yas araliginda hasta kadinlar ile kontrol grubundaki kadinlar arasinda

ETBF miktari agisindan istatistiksel olarak anlaml bir fark saptanmamistir (p=0,714).

50 - 74 yas araliginda ETBF miktari hasta kadinlarda kontrol grubundaki

kadinlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0,005).

>75 yas araliginda hasta kadinlar ile kontrol grubundaki kadinlar arasinda

ETBF miktari agisindan istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmamistir (p=0,617).

Tum vyas gruplarindaki toplam kadinlar degerlendirildiginde ETBF miktari
hasta kadinlarda, kontrol grubundaki kadinlara goére istatistiksel olarak anlamh

derecede yiiksek bulunmustur (p=0,044).
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Tablo 4.4. F. nucleatum ve ETBF miktarlarinin (loglObakteri/25mg) hasta ve

kontrol grubundaki erkeklerde yas gruplarina gére karsilastiriimasi

Hasta grubu Kontrol grubu
Yas
Bakteriler (erkek) (erkek) p*
Gruplan
s Ort * S.Hata s Ort * S.Hata
40-49 2 3,22 + 3,227 5 3,91+1,597 | 0,421
50-74 13 2,45 + 0,896 14 2,40+0,895 | 0,911
F.nucleatum >75 3 0,3010,30 1 6,53** 0,083
Tim 2,13+0,731 2,98 +£0,758 | 0,246
18 20
yaslar
40-49 2 1,59 + 1,598 5 2,69+1,128 | 0,421
50-74 13 2,51+0,614 14 0,77 £ 0,420 | 0,047
ETBF >75 3 4,93 + 0,815 1 0,30** 0,180
Tim 2,81+0,528 1,21 +0,437 | 0,054
18 20
yaslar

*Mann-Whitney U Testi

** jlgili bolmeye ait yalnizca bir birey oldugundan standart sapma hesaplanamadi.

F. nucleatum miktari erkek hasta ve kontrollerde incelendiginde:

40 - 49 yas araliginda yer alan hasta erkekler ile kontrol grubundaki erkekler
arasinda F. nucleatum miktari agisindan istatistiksel olarak anlamh bir fark

saptanmamistir (p=0,421).

50 - 74 yas araliginda yer alan hasta erkekler ile kontrol grubundaki erkekler
arasinda F. nucleatum miktari agisindan istatistiksel olarak anlamh bir fark

saptanmamistir (p=0,911).

>75 yas araliginda yer alan hasta erkekler ile kontrol grubundaki erkekler
arasinda F. nucleatum miktari agisindan istatistiksel olarak anlamh bir fark

saptanmamistir (p=0,083).
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Tum yas gruplarindaki toplam erkekler degerlendirildiginde hasta erkekler
ile kontrol grubundaki erkekler arasinda F. nucleatum miktari agisindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark saptanmamistir (p=0,246).
ETBF miktari erkek hasta ve kontrollerde incelendiginde:

40 - 49 yas araliginda yer alan hasta erkekler ile kontrol grubundaki erkekler
arasinda ETBF miktari acisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir

(p=0,421).

50 - 74 yas araliginda ETBF miktari hasta erkeklerde, kontrol grubundaki

erkeklere gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiksek bulunmustur (p=0,047).

>75 yas araliginda yer alan ve ETBF varligi saptanmis olan hasta erkekler ile
kontrol grubundaki erkekler arasinda ETBF miktari agisindan istatistiksel olarak

anlaml bir fark saptanmamistir (p=0,180).

Tum yas gruplarindaki toplam erkekler degerlendirildiginde hasta erkekler
ile kontrol grubundaki erkekler arasinda ETBF miktari agisindan istatistiksel olarak

anlaml bir fark saptanmamistir (p=0,054).

Hasta ve kontrol gruplarinda bulunan bireylere ait kolon biyopsi dokulariyla

yaptigimiz calismadan elde ettigimiz veriler neticesinde:

50 - 74 yas grubunda KRK’li kadinlarda hem F. nucleatum hem de ETBF
miktarlarinin kontrol grubundaki kadinlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede
yuksek oldugu belirlenmistir (sirasiyla: p=0.009, p= 0.005). Ayni yas grubunda KRK’li
erkeklerde ETBF miktarlarinin kontrol grubundaki erkeklere gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek oldugu (p=0,047) ancak F. nucleatum miktari bakimindan
erkek hasta ve kontrol gruplari arasinda istatistiktiksel olarak anlamh fark

bulunmadigi belirlenmistir (p=0,083).

Yas gruplarina bakilmaksizin F. nucleatum miktari bakimindan KRK’li tim
kadin hastalarla, kadin kontroller arasinda, ayrica erkek hastalarla erkek kontroller
arasinda istatistiktiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (sirasiyla: p=0,250,
p=0,246). ETBF miktari ise KRK’li kadin hastalarda, kadin kontrollere gore

istatistiktiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmus ancak KRK’li erkek
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hastalarla, erkek kontroller arasinda ETBF miktari bakimindan istatistiktiksel olarak

anlaml bir fark saptanmamistir (sirasiyla: p=0,044, p=0,054).

KRK'li kadin hastalara ait dokularda F. nucleatum saptanma orani ve
miktarlari erkek hastalara ait dokularda saptanmis olan oran ve miktara gore
istatistiksel olarak anlamli  derecede yiiksek bulunmustur (sirasiyla: p=0,003,
p=0,013). ETBF saptanma orani ve miktari bakimindan KRK’li kadin ve erkek
hastalara ait dokular arasinda istatistiksel olarak anlamh bir fark saptanmamistir
(sirasiyla: p=0,521, p=0,515).

Yas gruplari ve cinsiyete bakilmaksizin F. nucleatum saptanma orani ve
miktar1 bakimindan KRK’li hastalara ait dokularla, kontrollere ait dokular arasinda,
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadigi belirlenmistir (sirasiyla: p=0,473,
p=0,995). Buna karsin ETBF saptanma orani ve miktari, KRK’li hastalara ait dokularda
kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (sirasiyla:

p=0,002, p=0,004).
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5. TARTISMA

KRK diinyada en sik tani konulan kanserlerden biridir. KRK etiyolojisine iligkin
yapilan ¢ok sayida calisma olmasina karsin hala glinimiizde etiyolojisi tam olarak
aydinlatilamamistir[173,174]. Cevresel ve genetik fakorler baslica risk faktori
olmakla beraber cok fazla miktar ve cesitlilikte mikroorganizma barindiran kolon
mikrobiyotasindaki  degisikliklerin ~ KRK etiyolojisinde rol oynayabilecegi
disundlmektedir[11-31]. Kolonda ¢ok fazla miktar ve ¢esitlilikte mikroorganizma
bulunmaktadir. Yasamin ilk yillari boyunca mikrobiyotanin icerigi ve miktarinda
cevresel faktorler ile sekillenen hizla degisiklikler olmaktadir[175,176,177]. Bagirsak
mikrobiyotasinda baskin olarak Bacteroides, Eubacterium, Bifidobacterium,
Fusobacterium, Peptostreptococcus, ve Atopobium gibi anaeroplar ve az miktarda
Enterococ, Lactobacillus, Enterobacteriaceae, ve Streptococcus gibi fakiltatif
anaeroplar bulunmaktadir. Mikrobiyota ayni zamanda kisa zincirli yag asitlerinin
Uretimi ve anaerobik karbonhidratlarin fermentasyonunu gerceklestirir. Bitirat,
propiyonat ve asetat gibi kisa zincirli yag asitleri bagirsakta enerji kaynagi olarak
kullanihr ~ ve ayrica epitel proliferasyonu ve differasyonuna yardimci

olmaktadir[178,179].

Disbiyozis, bagirsak mikrobiyotasinin fonksiyon ve yapisal oOzelliklerindeki
dengesizlik olarak ifade edilmekedir. Son vyillarda inflamatuvar bagirsak hastalig,
obezite, kolit ve KRK’in disbiyoziz ile iliskili olabilecegi Gizerinde durulurken 6zellikle
KRK’lerde  disbiyozisin  prekanser6z = mekanizmalara neden  olabilecegi
gosterilmistir[180-184]. Bagirsak mikrobiyotasinin, DNA hasarina neden olan reaktif
oksijen ara maddeleri gibi ikincil metabolizma Uriinlerinin yoluyla veya genotoksin
Uretimi yoluyla hicre doénisimi Gzerinde dogrudan etki ile kolorektal
karsinogenezde rol oynadigl ayrica, bagirsak mikrobiyotasindaki degisimlerin

inflamatuvar yolaklar tetikleyerek, inflamatuvar ajanlarin salinimini arttirmasi
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sonucu normal epitel hicrelerinin prekanserdz hicrelere déniismesine katkida
bulundugu gosterilmistir[148]. Bircok calismada, farkh bakteri tlirlerinin KRK'in
patogenezi ile iligkisi arastirilmis, Clostridium septicum, Enterococcus faecalis,
Streptococcus bovis, Bacteroides fragilis, Helicobacter pylori, Escherichia coli ve
Fusobacterium spp.’nin KRK patogenezinde rol oynayabilecegine
deginilmstir[12,145,185,186,187]. KRK’li hastalarla yapilan calismalarda kolon
mikrobiyotasinda  Ruminococcus  bromii,  Clostridium  clostridioforme ve
Bifidobacterium longum prevelasninin disik oldugu, Bacteroides / Prevotella orani
ve Fusobacterium nucleatum popilasyonunun Onemli derecede arttigi

belirtilmistir[147].

KRK ile F. nucleatum ve ETBF’in iliskili olabilecegini gbsteren arastirmalar F.
nucleatum icin 2013, ETBF icin 2009 yilindan itibaren bilimsel kaynaklarda yer
almaya baslamistir. F. nucleatum’un KRK etiyolojisinde rol alip almadigini arastiran
yayinlarin blylk boliminin Amerika Birlesik Devletleri’'nden yapilmis calismalar
oldugu[13,23,152,185,188,189,190], bunu Japonya’dan vyapilan arastirmalarin
izledigi  gordlmiistir[19,152,190,192]. Asya (lkelerinden, C(Cin[25,193] ve
Hindistan’dan[194] da bu konuda c¢alismalara rastlanmaktadir. Ortadogu
boélgesinden iran[151], ve israil'den[188,189,195] de bu bakterilerin KRK

etiyolojisindeki rollerine deginen veriler kaynaklarda yer almaktadir.

Ulkemizde ise KRK'li hastalarin barsak mikrobiyotasinda veya timér
dokusunda F. nucleatum’un miktarini arastirarak bu bakterinin KRK etiyolojisindeki

roliini belirlemeyi hedefleyen bir arastirma heniiz bulunmamaktadir.

ETBF nin KRK etiyolojisindeki rollini arastiran ise daha sinirhdir. Amerika’da
2014 yihinda Boleij A ve ark.[5] tarafindan, 2009 ve 2014 yillarinda Cynthia LS ve
ark.[196,197] tarafindan, 2016 yilinda Fathi ve Wu tarafindan[198], 2015 yilinda
Viljoen KS ve ark.[199] tarafindan yapilan ¢alismalar mevcuttur. Yeni Zelanda’dan
2016 yilinda Keenan JI ve ark.[200] ve 2017 yilinda Purcell RV ve ark.[201] tarafindan
yapilan iki calisma mevcuttur. Rusya’da 2016 yilinda Snezhkina AV ve ark.[159]

tarafindan yapilan bir calisma mevcuttur. Zamani S ve ark.[202] tarafindan italya ve
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iran’dan ortak 2019 yilinda yapilan bir ¢alisma vardir. Bu yayinlarda ETBF’in KRK

etiyolojisinde roll olup olmadigina deginmislerdir.

Ulkemizde ise Toprak NU ve ark, 73 KRK'li birey ve 59 saglikli birey ile
yaptiklari calismada fekal mikrobiyotada B. fragilis ve bft geninin varligini saptayarak
B. fragilis’in KRK etiyolojisindeki roliinu arastirmiglardir[7]. Bu g¢alismanin bizim
calismamizdan en buyilk farki biyopsi dokusu yerine calismanin gaita ornekleri ile

yapilmis olmasi ve B. fragilis ya da ETBF miktarina bakilmamis olmasidir.

KRK etiyolojisinde F. nucleatum ve B. fragilis’in rolinG arastiran makaleler
incelendiginde bunlardan bir boliminin KRK’li hastalarin timor dokusu ile saglikh
dokusu arasinda bu bakterilerin miktarlarindaki farkhliklari gosteren galismalar
oldugu[5,25,191,201,202] diger bir boliminin ise KRK’li hastalarin fekal
mikrobiyotasi ve saglikli kisilerin fekal mikrobiyotasi arasinda bu bakterilerin
miktarindaki degisimleri arastiran calismalar oldugu goérulmektedir[5,7,201,203].
Viljoen KS ve ark.[199] 2015 yilinda yaptiklari calismada KRK'li dokularda ETBF ile F.
nucleatum miktarlarini saglikh dokudaki miktarlarla kiyaslamislar ve baska hicbir
parametreye deginmeden, miktar farkliliklarini belirleyerek bu bakterilerin KRK
etiyolojisinde rol oynayabilecegini belirtmislerdir. Bu arastirmalar disinda sinirli
sayida F. nucleatum ve ETBF'in spesifik gen bolgelerini ve konagin immiiniteden
sorumlu hiicre ve molekillerini arastirarak bu bakterilerin KRK etiyolojisindeki

rolinl belirlemeye calisan arastirmalar da mevcuttur[159,195].

Biz de yukarida belirttigimiz kaynaklarla uyumlu olarak arastirmamizda KRK'li
hastalarin tliimor dokusu ile saglikli kisilerin dokularinda bu bakterilerin miktarini
kantitatif olarak kiyaslayarak gruplar arasinda bir farklilik olup olmadigini saptamaya

yonelik bir pilot calisma gerceklestirdik.

F. nucleatum ve ETBF’in KRK etiyolojisindeki roliine deginen arastirmalarda
kullanilan érneklerin formalinle tespit edilmis ve parafin emdirilmis (FFPE) dokular,
frozen dokulari, genomik DNA veya gayta oldugu goérilmektedir[204]. Bunun yani
sira, dokularla yapilmis calismalarda agirlikla KRK’li timor dokusinda bulunan F.
nucleatum ve ETBF miktarinin ayni bagirsakta morfolojik olarak saglikli gériinen

dokudaki miktarlarla kiyaslandigi saptanmistir[5,13,25,152,159,199]. Buna karsin
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calismaya dahil edilecek 6rnek tiirli olarak KRK’li hastalarin bagirsak timoér dokusu
ile saglikh bireylerden olusan kontrol grubuna ait bagirsak dokularini kullanan ve bu
olgu kontrol gruplari arasinda F. nucleatum ve ETBF miktarlarini kiyaslayarak KRK
etiyolojisinde bu bakterilerin roliini belirten calismalar da bulunmaktadir[205].
Gahsma yontemi olarak ayni bireyin kolonundan alinan timor dokusu ve saglikli
dokusu ile yapilmis ¢alismalarin mi yoksa bizim calismamizdaki gibi farkli bireylerden
olusan olgu ve kontrol gruplari ile yapilmis ¢alismalarin mi daha iyi sonug verdigi
konusunda kesin bir goériis heniiz bulunmamaktadir. Bundgaard-Nielsen ve ark.[205]
2019 yilinda Danimarka’da yaptiklari arastirmada tlimor dokusu ile bitisik saglikh
doku alinarak vyapilan arastirmalarda bazi ¢akismalar yasanabilecegini 6ne

sirmuslerdir.

2019 yilinda Zamani S ve ark.[202] italya ve iran’la yapilmis cok merkezli bir
¢alismada bizim c¢alismamizda oldugu gibi prekanser6z ve kansertz dokulardaki
ETBF miktarini saglkl kisilerin dokularindaki miktarla kiyaslayarak bu bakterinin KRK
etiyolojisindeki rolii olup olmadigini belirlemeye calismislardir. Benzer sekilde,
Flemer B ve ark.[20] 2019 yilinda 59 hasta ve 56 kontrole ait bagirsak biyopsi
dokulari ile ¢alisarak KRKde mikrobiyotay! saptamaya calismislardir. 2014 yilinda
Boleij A ve ark.[5] 49 KRK’li hasta ve 49 saglikh bireyin bagirsak mukoza biyopsisi ile
calisarak ETBF varligini bft genini saptayarak arastirmislar yine ayni yilda ispanya’da
Mira-Pascual ve ark.[29] 11 prekanserdz lezyondan alinan biyopsi 6rnegi, 7 KRK'li
dokudan alinan biyopsi 6rnegi ve 10 saglikh bireyden alinan biyopsi 6rneginde F.
nucleatum miktarini kantitatif olarak kiyaslayarak bu bakterinin KRK etiyolojisinde

roll olup olmadigini belirlemeye calismislardir.

Biz de arastirmamizda hasta ve kontrol grubu olusturarak her iki gruptan

aldigimiz biyopsi 6rnekleriyle arastirmamizi gergeklestirdik.

F. nucleatum ve ETBF’in miktarini olgu kontrol gruplari arasinda kiyaslayarak
bu bakterilerin KRK etiyolojisindeki yerine deginen arastirmalarin bir kisminda
calismaya dahil edilen birey sayisinin bizim ¢alismamizdakinden daha yiksek diger
bir kisminda ise birey sayisinin ¢calismamizdakine yakin ya da daha disitk oldugu

dikkatimizi ¢ekmistir. Calismalarda elde edilen verilerin degeri kullanilan 6rnek
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genigligi ile iliskilidir ancak kullanilan kitlerin yiksek maliyeti, drnek teminindeki
zorluklar, degisen cevre kosullari her zaman arzu edilen 6rnek genisligi ile calismanin
gerceklesmesine olanak vermemektedir. Fukugaiti M ve ark.[1] 2015 yilinda
Brezilya’da yaptiklari bir calismada hasta grubunu olusturan 7 KRK'li bireye ve
kontrol grubunu olusturan 10 saglikli bireye ait gayta ornegi ile F. nucleatum ve C.
difficile’nin KRK etiyolojisindeki roliini belirlemeye calismislardir. Gliney Afrika’da
KRK ile iliskili olabilecek bakterilerin miktarini saptamaya yonelik bir arastirmayi 55
KRK’li bireye ait timorli doku ve 55 saglam doku ile [199], 2016 yilinda benzer bir
calismayi, Yeni Zelanda’da Keenan JI ve ark.[200] 71 KRK'li hasta ve 71 saglkli birey
ile gerceklestirilmislerdir. Haghi F. ve ark.[203] 2019 yilinda iran’da yaptiklari
calismada 30’u kadin, 30’u erkek 60 KRK’li hasta ve 30’u kadin, 30’u erkek 60 saglikli
birey ile ETBF’in KRK etiylojisindeki roliini arastirmiglardir. Zamani S ve ark.[202]
2019 yilinda yaptiklari cok merkezli bir calismada 68 KRK hasta ve 52 saglikli bireye
ait bagirsak mukoza biyopsi Ornegi ile ETBF'in KRK etiyolojisindeki rollini
arastirmislardir. Saptayabildigimiz kadariyla cok diisiik sayida bireyden olusan olgu
kontrol grubuyla yapilmis c¢alismalar yani sira 150’ser kisilik olgu kontrol
gruplarindan olusmus kapsamli ¢alismalar da bulunmaktadir. Bu ¢alismalarla bizim
calismamizdaki olgu ve kontrol gruplarimizdaki birey sayisini kiyasladigimizda
sayimizin ideal olmadigl ancak bazi kaynaklardaki sayilarla uyum goésterdigi

kanaatindeyiz.

KRK'lerin etiyolojisinde bircok faktor rol oynamaktadir. Yas, erkek cinsiyet,
obezite ve beslenme seklinin en 6nde gelen faktorler oldugu belirtiimektedir. Bunun
yani sira genetik yapi, cevresel faktorler ve inflamatuvar 6zelliklerin de KRK icgin risk

teskil ettigi belirtilmistir[42,43,44,45].

KRK’de risk faktorlerini belirlemek hedef poptilasyonlari olusturarak tarama
ve takip programlari planlama bakimindan 6nem arz etmektedir. KRK icin yasin
onemli bir risk faktord oldugu; ozellikle KRK'lerin goriilme oraninin 50 yasindan
sonra 6nemli derecede arttigi calismalarda belirtilmektedir [46,47]. CDC, KRK
taramasinin 50 ile 75 arasinda yapilmasi gerektigine ancak 1. derece yakinlarinda
kolon kanseri bulunan kisilerin 40 yasindan itibaren KRK yoniinden taranmasi

gerektigine isaret etmektedir[171]. Yine CDC 75 - 85 yas arasi kisilerin rutin tarama
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yerine ancak hekimlerinin istedigi zaman kolon kanseri yéniinden arastirilmasini
Onermistir[172]. Biz de ¢alismamizda hasta ve kontrol grubumuzu olusturan kisilerin
yaslarini gruplarken CDC’nin yas Onerisini gdz oOnlinde bulundurduk ve olgu
gruplarimizdaki biyopsi 6rneklerini topladiktan sonra hastalarin kayitlarinda yer alan
yas bilgisine gore hastalari 40 - 49, 50 - 74 ve 275 olmak Uzere 3 yas grubunda
topladik. Daha sonra kontrol grubumuzu da ayni yas araliklarinda bulunan benzer

sayidaki bireylerle olusturduk.

F. nucleatum ve ETBFin KRK etiyolojisindeki yerine deginen arastirmalar
incelendiginde genelde galismalarin olgu ve kontrol gruplarinda erkek ve kadin
bireylerin yer aldigi ve bunlarin sayilarinin da birbirine ¢cok yakin veya esit tutuldugu
gorilmektedir. Li YY ve ark.’nin[25] 2016 yilinda Cin’de yaptiklari ¢alismada 46’si
kadin, 55’i erkek; 101 birey ile F. nucleatum’un KRK etiyolojisinde rol alip almadigini

arastirmiglardir.

Haghi F. ve ark.[203] 2019 yilinda iran’da yaptiklari calismada 30’u kadin,
30’u erkek 60 KRK'li hasta ve 30’u kadin, 30’u erkek 60 saglikl birey ile ETBF'in KRK

etiylojisinde rol alip almadigini arastirmislardir.

Biz de galismamizi 18'i erkek, 17’si kadin 35 KRK’li hasta ve 20’si erkek, 15’i

kadin olmak Gzere 35 saglikli birey ile gerceklestirdik.

Yapilan calismalarda KRK’li hastalara ve kontrollere ait 6rneklerde F.
nucleatum ve ETBF miktarini saptamak igin farkli yontemler kullaniimigtir. Bu
yontemler kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (gqPCR), fluoresan in-situ
hibridizasyon (FISH), damlacik dijital polimeraz zincir reaksiyonu (ddPCR), fluoresan
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (FQ-PCR) olarak sayilabilir. 2016 yilinda Cin de
Li YY ve ark. tarafindan yapilan bir calismada 101 KRK’li frozen dokuda bakterilerin
miktari FQ-PCR ve gqPCR yontemleri ile saptanmistir.[25]. 2015 yilinda Amerika’da
Mima K ve ark.[23] tarafindan yapilan calismada ise 598 KRK’li FFPE (formalinle
tespit edilmis ve parafin emdirilmis) doku 6rneginde bakteriler gPCR ydntemi ile
belirlenmistir. 2014 yiinda Amerika ve Japonya’nin dahil oldugu Tahara T ve ark.
tarafindan yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada 149 KRK |li primer doku 6rneginden

gPCR ile elde edilen genomik DNA’ lar calismaya dahil edilmistir[152]. Cok sayida
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calismada yer alan gPCR metodunu, biz de ¢alismamizda F. nucleatum ve ETBF

miktarini belirlemede kullandik.

F. nucleatum’un KRK etiyolojisinde rol alip almadigini arastiran makaleler
incelendiginde bu bakterinin hemen hemen hepsinde KRK’li doku érneklerinde veya
KRK’li bireylerin gaitasinda anlamli derecede yiksek bulundugu saptanmistir.
Ulkemizde KRK’li hastalarin kolon biyopsi érneklerinde ya da gaita érneklerinde F.
nucleatum miktarini arastiran bir olgu kontrol ¢alismasi heniiz bulunmadigindan
elde ettigimiz sonuclari yalnizca yurt disi yayinlara ait verilerle kiyaslama imkani
bulduk. 2015 yilinda Mima K ve ark.[23] Amerika’da 598 KRK’li doku 6rnegi ve 558
bitisik saglam doku 6rnegi ile yaptiklari calismada F. nucleatum’un KRK’li dokularda
bitisik saglam dokuya gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugunu
belirlemislerdir. 2015 yilinda ito M ve ark. [190] 296 prekanserdz lezyonlu ve 225
KRK’li olguyla yaptiklari ¢alismada F. nucleatum miktarinin KRK’li dokularda,
prekanserdz lezyonlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiliksek oldugunu
belirlemislerdir. 2016 yilinda Suehiro Y ve ark.[19] Japonya’da 60 saglkh birey, 11
erken evre adenom,19 ge¢c dénem adenom/karsinoma insitu ve 158 KRK’li bireyin
gaitasinda F. nucleatum’un istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugunu

bildirmislerdir.

Bizim ¢alismamizda ise F. nucleatum miktari bakimindan KRK’li hastalara ait
dokularla, kontrollere ait dokular arasinda, istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadigi belirlenmistir (p=0,995). Hasta ve kontrol grubumuzu olusturan
bireylere ait dokularin en fazla oldugu 50 - 74 yas grubunu cinsiyet yoniinden
inceledigimizde , KRK’li kadinlarda F. nucleatum miktarlarinin kontrol grubundaki
kadinlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiksek oldugu belirlenmistir
(p=0,009). Ayni yas grubunda F. nucleatum miktari bakimindan erkek hasta ve
kontrol gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadig belirlenmistir
(p=0,083). Bizim bulgularimiza benzer sekilde Danimarka’da 2019 vyilinda
Bundgaard-Nielsen C. ve ark.[205] yaptiklari calismada 99 KRK'li doku, 99 saglam
doku, 96 adenomlu doku ve 104 divertikiilden alinan orneklerde B. fragilis ile
F.nucleatum miktarinin adenomlarda KRK’li doku ve divertikiillere gore istatistiksel

olarak anlamli derecede dusuk oldugunu F. nucleatum’un ise KRK’li dokularda bitisik
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saglam dokuya gore istatistiksel olarak anlamli derece fark go6stermedigini
saptamislardir. S. galloyticus’u ise timor, adenom ya da divertikiil dokusunda
bulamadiklarini belirtmislerdir. Bunun yani sira KRK’li doku drneklerini bitisik saglam
doku ile karsilastirdiklarinda iki doku arasindaki mikrobiyal dagilimda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulamamislardir. Bu nedenle KRK etiyolojisinde rol alabilecek
mikroorganizmalari arastirirken bitisik saglam doku kullanmanin hatali olabilecegini
one sitrmuslerdir. Calismamizda yas ve cinsiyete bakilmaksizin KRK’li dokularda
saptadigimiz F. nucleatum miktarinin, saglam dokulara goére istatistiksel olarak
anlaml derecede fark gostermemesi bu bakterinin kolorektal mukozaya
kolonizasyonundaki yatkinhiginda ortaya c¢ikabilecek etnik farklihklardan,
bulundugumuz cografik bolgeden, beslenme aliskanlklarimizdaki farkliliklardan
kaynaklanmis olabilecegini distiindirmektedir. Benzer bakis agisi Viljoen KS ve
ark.[199]'nin yaptiklari calismada da belirtilmistir. Calismamizda F. nucleatum, KRK'li
kadin hastalara ait dokularin %82,4’inde ve erkek hastalara ait dokularin
%33,3’Unde saptanmistir. KRK'li kadin hastalara ait dokularda bu bakterinin
bulunma oraninin erkek hastalara ait dokulara gore istatistiksel olarak anlamli
derecede yiksek oldugu belirlenmistir (p=0.003). KRK’li kadin hastalara ait
dokularda F. nucleatum saptanma miktarlari da erkek hastalara ait dokularda
saptanmis olan miktarlara gore istatistiksel olarak anlamli  derecede vyuksek
bulunmustur (p=0,013). ito ve M ark.[190] yaptiklari calismada bizim calismamiza
benzer sekilde F. nucleatum’un KRK’li dokularda ve saglkli dokulardaki miktarini
cinsiyet yoninden kiyaslamislar ve gruplar arasinda anlamli bir farklihk
bulamamislardir. Viljoen KS ve ark.[199] ise yaptiklari ¢alismada F. nucleatum’un
KRK'li dokularda bulunma miktarini erkeklerde kadinlara gore istatistiksel olarak
anlamli derecede yiksek bulmuslardir. Her ne kadar bizim elde ettigimiz sonuglari
destekleyen yayinlar bulunsa da sonuclarimizi desteklemeyen karsit verilerin de
bulundugu gorialmektedir. Bu farkliiklarin ¢alismalara dahil edilen kadin ve
erkeklerin sayisindaki farklardan, galismalarin yapildigi cografik bélgelerden ve

degisik beslenme aliskanliklarindan kaynaklanmis olabilecegi kanaatindeyiz.

ETBF'in KRK etiyolojisindeki roliinii arastiran calismalar incelendiginde bu

bakterinin miktar bakimindan, KRK’li doku 6rneginde veya KRK’li bireylerin
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gaitasinda kontrol gruplarindakine gore istatistiksel olarak anlaml derecede yiiksek
oldugu belirtilmistir. 2015 yilinda Boleij A ve ark.[5] 49 kolorektal neoplazili hasta ve
49 saglikh bireye ait doku 6rnegi ile yaptiklari galismada KRK’li doku ve bitisik saglam
dokuyu ETBF miktari bakimindan karsilastirdiklarinda gruplar arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark bulamadiklarini, kontrol grubu bireylerine ait doku érneklerini
gec evre KRK doku ornekleri ile karsilastirdiklarinda ise ETBF nin gec¢ evre KRK’li
dokularda istatistiksel olarak anlamli derecede yilksek oldugunu belirlemislerdir.
2016 yilinda Keenan JI ve ark.[200] 71 KRK’li hastaya ve 71 saglikli bireye ait gaita ile
calismislar ETBF miktarint KRK'li bireylerin gaitasinda istatistiksel olarak anlamli
derece yiksek bulmuslardir. Toprak NU ve ark[7]ise 73 KRK'li hasta ve 59 saglikli
bireyle yaptiklari calismada, hastalarin % 38’inde kontrollerin ise %12’sinde bft geni
varligini saptayarak hastalardaki oranin kontrollere gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde yiksek oldugunu belirtmislerdir. 2019 yilinda Haghi F ve ark.[203] 60 KRK’li
hastaya ve 60 saglikl bireye ait gaita ile yaptiklari galismada KRK’li hastalarda saglikh
bireylere gore ETBF miktarini istatistiksel olarak anlaml derecede vyiksek
bulmuslardir. 2020 yilinda Zamani S ve ark.[202] 68 kolorektal prekanserdz veya
kanseroz lezyondan ve 52 saglikli bireyden alinan doku biyopsisinde ETBF miktarinin
kanseroz lezyonlarda artmis oldugunu saptamislar, prekanserdz lezyonlar ile KRK'li
doku arasinda ise ETBF miktari yoniinden istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulamamislardir. Bizim calismamizda ETBF varligi 35 hastanin 25 (%71,4)inde,
kontrol grubunda ise 35 bireyin 12 (%34,3)’sinde saptanmistir. Hem ETBF saptanma
orani, hem de ETBF miktari, KRK’li hastalara ait dokularda kontrollere gore
istatistiksel olarak anlamh derecede yiksek bulunmustur (sirasiyla: p=0,002,
p=0,004). Bu sonucumuz, KRK’li hastalarin kanserdz lezyonlarinda ETBF miktarinin

saglikli dokuya gore artmis oldugunu belirten ¢calismalarla uyum gostermistir.

Hasta ve kontrol grubumuzu olusturan bireylere ait dokularin en fazla oldugu
50 - 74 yas grubunu inceledigimizde bu yas grubundaki KRK’li kadinlarda saptanan
ETBF miktarlarinin kontrol grubundaki kadinlara goére istatistiksel olarak anlamh
derecede yiksek oldugu belirlenmistir (p=0,005). Benzer sekilde KRK’li erkeklerde
saptanan ETBF miktarlarinin da kontrol grubundaki erkeklere gore istatistiksel olarak

anlamli derecede yiksek oldugu belirlenmistir (p=0,047). ETBF saptanma orani ve
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ETBF miktari bakimindan KRK’li kadin ve erkek hastalara ait dokular arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir (sirasiyla: p=0,521, p=0,515).

KRK'li hastalarin bagirsak mikrobiyotasinda veya bagirsak dokularinda ETBF
miktarini belirleyerek kontrol gruplarindaki miktarlarla karsilastiran ¢alismalarda
kadin ve erkek olgu kontrol gruplari kullanildigi halde sonuglarda cinsiyet yoniinden

degerlendirmeye gitmis olan bir makaleye rastlayamadik.

Birgok arastirmada bildirildigi gibi bu tez ¢alismamizin da bazi limitasyonlari
bulunmaktadir. Olgu ve kontrol gruplarimizi olusturan birey sayisin az olmasi,
hastalara ait kanser olusumunu etkileyecek c¢evresel faktérlerden ve beslenme

ahiskanliklarindan haberdar olmamamiz bu limitasyonlar arasindadir.
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6. SONUC

Calismamiz kapsaminda yas ve cinsiyet dikkate alinmadiginda F. nucleatum
35 hastanin 20 (%57,1)’sinde, kontrol grubunda ise 35 bireyin 17 (%48,6)'sinde
saptanmistir. Hasta ve kontrol gruplari arasinda F. nucleatum’un saptanma orani ve
miktari bakimindan istatistiksel olarak anlaml bir fark bulunmamistir (sirasiyla:

p=0,473, p=0,995).

Galismamiz kapsamina giren hasta ve kontrollerin bulundugu yas aralig
dikkate alinmadiginda KRK’li tim kadin hastalarla, kadin kontroller arasinda ve tiim
erkek hastalarla erkek kontroller arasinda F. nucleatum miktari bakimindan
istatistiktiksel olarak anlamh fark bulunmamistir (sirasiyla: p=0,250, p=0,246).
CDC’nin KRK yoniinden rutin tarama yasl olarak dnerdigi 50 - 74 yas araliinda ise
durum degismekte, KRK’li kadinlarda F. nucleatum miktarlarinin kontrol grubundaki
kadinlara gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiksek oldugu ancak erkek
hasta ve kontrol gruplari arasinda bu yas araliginda F. nucleatum miktari bakimindan
istatistiktiksel olarak anlamli fark bulunmadigi belirlenmistir (sirasiyla: p=0.009,
p=0,083). Hasta kadin ve hasta erkekler arasinda karsilastirma yapildiginda KRK'li
kadin hastalara ait dokularda F. nucleatum saptanma orani ve miktarlarinin erkek
hastalara ait dokulara gore istatistiksel olarak anlamli derecede yilksek bulunmus
olmasi da (sirasiyla: p=0,003, p=0,013) dikkatimizi cekmis ve bu sonugclar bize F.
nucleatum’un, o6zellikle 50 - 74 yas araligindaki kadinlarda, KRK etiyolojisinde rol

oynayan bir bakteri olabilecegini distindirmustur.

Calismamiz kapsaminda yas ve cinsiyet dikkate alinmadiginda ETBF varligini
35 hastanin 25 (%71,4)'inde, kontrol grubunda ise 35 bireyin 12 (%34,3)’sinde
saptadik. ETBF saptanma oranini ve ETBF miktarini hasta grubunda kontrol grubuna

gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulduk (p=0,002, p=0,004).
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Galismamiz kapsamina giren hasta ve kontrollerin bulundugu yas aralig
dikkate alinmadiginda ETBF miktari KRK’li kadin hastalarda, kadin kontrollere gore
istatistiktiksel olarak anlamli derecede yiliksek bulunmus ancak KRK’li erkek
hastalarla, erkek kontroller arasinda ETBF miktari bakimindan istatistiktiksel olarak
anlaml bir fark saptanmamistir (sirasiyla: p=0,044, p=0,054). 50 - 74 yas araliginda
ise durum degismis KRK’li hem kadinlarda hem de erkeklerde ETBF miktarlarinin
kontrol grubundakilere gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiksek oldugu
belirlenmistir (sirasiyla: p=0,005, p=0,047). Hasta kadin ve hasta erkekler arasinda
ETBF saptanma orani ve miktari KRK'li kadin ve erkek hastalara ait dokular arasinda
karsilastirildiginda  gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh  bir fark
saptanmamistir (sirasiyla p=0,521, p=0,515). Bu sonuglar bize 6zellikle 50 - 74 yas
araliginda ETBF’in hem kadinlarda hem de erkeklerde KRK etiyolojisinde rol oynayan

bir bakteri olabilecegini dlislindiirmustur.

Ulkemizde ilk defa yapilan bu pilot calisma ile elde ettigimiz sonuglarin
ileride daha genis olgu kontrol gruplariyla yapilacak g¢alismalara isik tutacagi

kanaatindeyiz.
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8. EKLER

Ek 1: Asgari Bilgilendirilmis Gondillii Olur Formu

¥ Dokiiman Adi: KADB-F.23-R.00

ASGARI BILGILENDIRILMi$ GONULLU | Yayin Tarihi: 18.04.2013

OLUR FORMU
Sayfa No: 75/96

Onaylayan: Daire Baskani

1. Bu ¢alisma bir arastirma konusudur.

2. Arastirmamizda barsaginizdan alinacak olan doku 6rneginde basta Bacteroides
fragilis ve Fusobacterium nucleatum olmak Uzere c¢esitli bakterilerin varligini
arastirmak istiyoruz.

3. Arastirmamiz kapsaminda, arastirma silirecinde size aldiginiz tedavi disinda
herhangi bir tedavi uygulanmayacaktir.

4. Zaten rahatsizliginizdan dolayl basvurmus, kesin tani alabilmeniz i¢in gerekli olan
rutin islemler sirasinda sizden alinan doku 6rneklerinden patolojik degerlendirmeniz
yapilip taniniz konulduktan sonra, sayet artarsa, 6rneginizin artan kismini ¢calisma
icin arastirmamizda kullanmak Gzere talep ediyoruz.

6. Arastirmamizda, doku orneginizin alimi icin aseptik kurallara uygun sekilde
hekiminiz tarafindan kiiglik steril tliplere artan orneginiz konacaktir. Bunun
sonucunda olusabilecek bir komplikasyon beklenmemektedir.

7. Arastirmamizda, doku o&rneginizi, Bacteroides fragilis ve Fusobacterium
nucleatum

isimli bakterilerin varligini molekiiler mikrobiyolojik yontemler ile saptamak icin
kullanacagiz

8. Arastirma icin sizden hicbir licret talep edilmeyecektir. Size de herhangi bir licret
odenmeyecektir. Bagl bulundugunuz sosyal guvenlik kurumundan (SGK’dan)

herhangi bir tGcret alinmayacaktir.
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4 Dokiiman Adi: KADB-F.23-R.00

ASGARI BILGILENDIRILMi$ GONULLU | Yayin Tarihi: 18.04.2013
OLUR FORMU

Sayfa No: 76/96

Onaylayan: Daire Baskani

9. Arastirmaya katilmaniz tamamen sizin isteginize baghdir ve istediginiz zaman
herhangi bir cezaya ya da yaptirrma maruz kalmaksizin, hicbir hakkinizi
kaybetmeksizin  arastirmaya  katilmayr  reddedebilir  veya arastirmadan
cekilebilirsiniz.

10. Arastirmaya katimaniz halinde izleyiciler, Etik Kurul, Bakanlik ve diger saglik
otoriteleri size ait orjinal tibbi kayitlara dogrudan erisebilecektir, Bununla birlikte
kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir, arastirmaya katihip bu formu imzalamaniz
durumunda siz ya da yasal temsilciniz s6z konusu erisime izin vermis olacaksiniz.

11. Kimliginizi ortaya c¢ikaracak tim kayitlar gizli tutulacak, kamuoyuna
actklanmayacak ve arastirma sonugclarinin yayinlanmasi durumunda dahi kimliginiz
gizli tutulacaktir.

12. Arastirma konusu kapsaminda arastirmaya katilmaya devam isteginizi
etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde size ya da yasal temsilcinize en kisa
slirede-zamaninda bilgi verilecek ve ¢calismadan c¢ikabileceksiniz.

13. Arastirma hakkinda veya arastirmayla ilgili herhangi bir advers olay hakkinda
daha ayrintili bilgi edinebilmeniz icin arastirmaci Dr Yesim OZTURK BAKAR a ait 0535
517 81 82 numarali telefonlardan giiniin 24 saatinde erisebileceksiniz.

14. Arastirmaya katilmaniz durumunda sizden tedaviniz disinda gerekli olacak bir ek
sure talebimiz yoktur

15. Arastirmaya katilmasi beklenen tahmini gonilli sayisi 70 olarak belirlenmistir.
16. Sizden edinilecek biyolojik materyal (doku) arastirma konumuz olan Bacteroides
fragilis ve Fusobacterium nucleatum isimli bakterilerin miktar durumlarini
belirlemek tizere ve ileri calismalarda baska bakterilerin varligini belirlemek tzere de

kullanilabilecektir.
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¥ Dokiiman Adi: KADB-F.23-R.00

ASGARI BILGILENDIRILMi$ GONULLU | Yayin Tarihi: 18.04.2013

OLUR FORMU
Sayfa No: 77/96

Onaylayan: Daire Baskani

17. Sizden aldigimiz biyolojik materyalin (Doku) analizi istanbul Universitesi
Cerrahpasa Tip Fakiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dal

blinyesinde calisilacak ve yurtdisinda herhangi bir calisma yapilmayacaktir.

18. “Bagirsaktan alinan doku érneklerinde Bacteroides fragilis ve Fusobacterium
nucleatum isimli bakterilerin arastirilmasi” adli arastirmanizda kullanilacak biyolojik

orneklerimin;

[0 Sadece yukarida bahsi gecen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.
1 ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum.

[0 Hicbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.

19.Bilgilendirilmis Gonulli Olur Formundaki batin agiklamalari okudum. Bana
yukarida konusu ve aciklamasi verilen arastirma ile ilgili yazili ve sozli acgiklama
asagida adi belirtilen arastirici tarafindan yapildi. Arastirmaya gonulli olarak
katildigimi, istedigim zaman gerekceli veya gerekcesiz olarak arastirmadan

ayrilabilecegimi biliyorum.

[] Evet

(1 Hayir

20.S6z konusu arastirmaya higbir baski olmaksizin kendi arzumla katildigimi beyan

ederim.
[] Evet
[1 Hayir
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ASGARI BILGILENDIRILMi$ GONULLU
OLUR FORMU

Dokiiman Adi: KADB-F.23-R.00

Yayin Tarihi: 18.04.2013

Sayfa No: 78/96

Onaylayan: Daire Baskani

21. Calismaya katilan kisinin;
Adi-soyadi ve imzasi:
Tarih:

Telefon numarasi:

22.Gonlllunun yasal temsilcisinin;
Adi-soyadi ve imzasi:
Tarih:

Telefon numarasi:

23. Arastirma ekibindeki arastirmacinin;

Adi-soyadi ve imzasi: Dr Yesim OZTURK BAKAR

Tarih:
Telefon numarasi: 0535 517 8182
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9. 0ZGECMIS

Bireysel Bilgiler

Adi-Soyadi: Yesim OZTURK BAKAR

Dogum yeri ve tarihi: Kegiéren 09.05.1991
Uyrugu: T.C.

iletisim adresi ve telefonu:

E-posta: yesimozturk4d9@gmail.com

Egitimi (tarih sirasina gore yeniden-eskiye dogru)

i.U-Cerrahpasa Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal 2016-
2020

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi 2009-2015

Mesleki Deneyimi

Tekirdag-Ergene Toplum Sagligi Merkezi 2015 - Pratisyen Hekim
Bilimsel Faaliyetleri

e Yayinlari: (ulusal/uluslararasi makale, bildiri, poster, kitap ya da kitap bolimi
vb.)
Alt Solunum Yolu Orneklerinden izole Edilen Pseudomonas aeruginosa

Suslarinin Antibiyotik Duyarlihgl. ANKEM. 2017;31(3):92-96.

e Aldigi burslar/oduller

e Projeleri

e Katildigi kongreler, sempozyum vb.
Klimik kongresi, 2017
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10. iNTIHAL TARAMA RAPORU

KOLOREKTAL KANSER TANISI ALAN VE ALMAYAN
OLGULARIN KOLON MIKROBIYOTASINDA
ENTEROTOKSIJENIK BACTEROIDES FRAGILIS VE
FUSOBACTERIUM NUCLEATUM KOLONIZASYONUNUN
KARSILASTIRILMASI

QRINMALLIK RAPDRL
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