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1. GIRIS VE AMAC

Mikrobiyota, viicudumuzun epitel bariyer dokularinda bulunan mikroorganizmalarin
tiimiine verilen addir. Bu mikroorganizmalar birbirleriyle ve konakla denge halinde
yasayarak insan sagliginda dnemli rol oynamaktadir. Mikrobiyota dengesinin bozulmasi,
otoimmiin hastaliklar, gastrointestinal sistem hastaliklar1 ve kanser gibi ¢esitli patolojilere

neden olabilmektedir.}?3

Kolorektal kanser (KRK), yilda ortalama 1,2 milyon yeni vaka ve yilda yaklasik 600 bin
6liim ile diinya genelinde en sik goriilen kanserlerden biridir.* Erkeklerde, akciger ve
prostat kanserinden sonra tiglincii; kadinlarda, meme kanserinden sonra ikinci sirada
goriilmektedir ve kansere bagh Sliimlerde iigiincii sirada yer almaktadir.” Tiirkiye’de,
kadinlarda yiiz binde 14,4, erkeklerde yiiz binde 23,1 siklikta goriilmektedir. Her iki
cinsiyette de siklik olarak iiciincii siradadir.® Kolorektal kanser taramasinda kullamlan
yontemlerden biri olan kolonoskopi; hasta i¢in hazirlik siireci zor, maliyetli, deneyim
gerektiren ve invaziv bir islemdir. Uygun maliyetli, 6rnek temini ve uygulamasi kolay bir
tarama yontemi olan gaitada gizli kan testinin, duyarlihg ve 6zgiilligi diisiiktiir.”
Kolorektal kanser i¢in kullanilabilecek, duyarlilii ve 6zgiilliigii yiiksek yeni tarama

testlerine ihtiyag vardir.

Fusobacterium nucleatum bakterisi, nadir goriilen bir intestinal mikrobiyata elemani
olmasina ragmen adenomatoz polip gibi prekanserdz lezyonlarda ve kolorektal kanser
dokularinda normal dokuya oranla daha fazla miktarda saptanmlstlr.l’8 F.nucleatum,
adezinleri ile dokular1 invaze edip bagirsak mukozasinda inflamatuvar reaksiyonlari
baslatmaktadir.’ Bu sayede, kolorektal kanserin baglamasinda ve ilerlemesinde rol

oynadigi diisiiniilmektedir.™

F.nucleatum’a kars1 antikor miktarini tayin eden az sayida ¢alisma bulunmaktadir.™*
Diinyanin farkli cografi bolgelerinde, benign kolon lezyonlari ve KRK lezyonlarinda
F.nucleatum miktarinin arastirildigi calismalar artmaktadir.”® Arastirdigimiz kadariyla
tilkemizde, KRK ve F.nucleatum iliskisiyle ilgili olarak hastalarin tiikiiriik 6rneklerindeki

bakteri miktarinin incelendigi bir calisma bulunmaktadir.*



Bu ¢alismanin amaci; KRK hastalarinda F.nucleatum’a kars1 antikor varliginin teshise
yardimini arastirmak ve kanserli dokularda F.nucleatum’un varligini ve sayisinin KRK ile

iliskisini belirlemektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Mikrobiyota

Diinya, 10% kadar mikroorganizmaya ev sahipligi yaparken insan viicudunda yaklagik
1000 farkls tiire ait 10™ kadar mikroorganizma oldugu varsayilmaktadir.>*3*
Viicudumuzun epitel bariyer dokularinda bulunan mikroorganizmalar; bakteriler, viriisler,
mantarlar ve arkealardir. Bu mikroorganizmalarin tamamina mikrobiyota;

mikroorganizmalarin genomunun tiimiine mikrobiyom denmektedir.®

Insan, kendisine bir¢ok alanda fayda saglayan mikrobiyotayla birlikte siiperorganizma
olarak adlandirilan bir yapidir." insan viicudunun, kendi hiicresi ve kendi hiicre sayisinin 3
kat1 kadar viicuda yerlesmis mikroorganizmadan olustugu dl'isl'iru'ilmektedir.16
Viicudumuzda bulunan mikroorganizmalarin kapladigi alan yaklasik 400 m? kadardir ve bu
mikroorganizmlarin olusturdugu agirlik, ortalama olarak viicut kiitlesinin %1-2’sine

tekabiil etmektedir. %’

Mikrobiyolojinin klasik uygulamalarinda bakteriler, uygun besiyerlerinde iiretilerek
incelenir. Dogada bulunan mikroorganizmalarin ¢ok az miktari bu yontem ile incelenebilir.
Giliniimiizde mikroorganizmalar arastirmak amaciyla, metagenomik ¢alismalar
kapsaminda molekiiler yonteme dayal1 teknikler kullanilmaktadir. Bu ¢aligsmalar ile tek
seferde yiiksek verimli sonuglar elde edilmektedir. Metagenomik ¢alismalar sayesinde
mikroorganizmalar izole edilmeden DNA dizileri belirlenebilmektedir. Metagenomik
teknikte, prokaryot ribozomununl16S RNA’y1 kodlayan DNA bélgesinin amplifikasyonu
yapilarak érnekteki biitiin DNA’lar incelenebilmektedir.'®

Mikrobiyotay1 incelemek amaciyla 2008 yilinda ABD’de, NIH (National Institute of
Health) tarafindan insan mikrobiyom projesi (Human Microbiome Project, HMP)
baslatilmigtir. Bu proje ile mikrobiyom ve mikrobiyotay1 olusturan mikroorganizmalarin
tiirlinii, oranlarini, evrimlerini ve bunlari etkileyen faktorleri belirlemek amaglanmistir.
Bir¢ok iilkenin ve bilim dalinin ¢alistig1 bu proje ile glinlimiize kadar insan viicudunda

10000’in tizerinde bakteri, mantar, arkea ve 3000°den fazla viris tiirii saptanmlstlr.17



2.1.1.  Bagirsak Mikrobiyotasi

Mikrobiyotanin yogun olarak bulundugu boéliimler; deri, genitoiiriner sistem, solunum
sistemi ve gastrointestinal sistemdir.® Bagirsak mukozasi, en yogun niifuslu mikrobiyal
ekosistemlerdendir ve insan viicudundaki mikrobiyotanin %99’u kolonda bulunmaktadir.™

Kolonda bulunan tiim bu mikroorganizmalar, konak ile siirekli etkilesim halindedir.'®

Intestinal mikrobiyotanin ¢ogunlugunu bakteriler olusturmaktadir. Bakterilerin
neredeyse %99’luk kism1 anaeroplardan olusmaktadir. Molekiiler parmak izi analiz
yontemleri ve 16S rRNA dizileme analizi ¢alismalari ile kolonda birkag ¢esit filuma ait
bakteriler saptanmigtir. Anaeroplarin %60°1n1 gram negatif Firmicutes filumu
olusturmaktadir.?’ Firmicutes filumu igerisinde 50’ye yakin cins bulunmaktadir. Bunlardan
bazilar1, Clostridium, Eubacterium, Ruminococcus, Phascolarctobacterium, Lachnospira,
Oscillospira, Blautia, Lactococcus, Dorea, Roseburia, Coprococcus, Streptococcus,
Butyrivibrio, Anerostipes, Faecalibacterium, Enterococcus ve Staphylococcus cinsleridir.?
Intestinal mikrobiyotada Clostridium cinsi, Firmicutes filumunun gogunu
olusturmaktadir.*?*** Gram negatif Bacteriodetes filumu da intestinal mikrobiyotada
yiiksek oranda goriilmektedir. Bacteriodetes filumu igerisinde bulunan Bacteriodes cinsi
bakteriler, intestinal mikrobiyotadaki anaeroplarin %20°den fazlasini olusturmaktadir.?
Prevotella ve Parabacteriodes cinsleri de Bacteriodetes filumu igerisinde yer alan
mikrobiyota elemanlarindandir. Gram negatif olan Proteobacteria, Fusobacteria,
Verrucomicrobia filumlari ile gram pozitif Actinobacteria filumu gibi filumlar da daha az
miktarlarda mikrobiyota i¢erisinde bulunmaktadir. Fusobacteria filumunda Fusobacterium
cinsi, Verrucomicrobia filumunda Akkermansia cinsi, Actinobacteria filumu iginde

Collinsella cinsi bakteriler bulunmaktadir.?*

Mikroorganizmalarin cinsi ve oranlari, bagirsagin farkli anatomik bolgelerinde
degiskenlik gosterebilmektedir. Duodenumda, Streptococcus, Lactococcus, Staphylococcus
cinsleri; jejunumda, Lactobacillus, Streptococcus, Enterococcus cinsleri ile ¢esitli maya
tirleri; ileumda, segmentli filamentdz bakteriler, Enterobacterales ailesi iiyeleri,
Bacteriodes, Clostridium cinsleri ve kolonda, Bacteriodes, Clostridium cinsleri,
Prevotellacceae ailesi tiyeleri, Actinobacteria, Fusobacteria, Verrucomicrobia filumlarina

ait bakteriler seklinde siralanabilmektedir.*®



Bagirsak mikrobiyota elemanlari, bagirsak boslugunda bulunan ve epitel yiizeyinde
bulunan seklinde de smiflandirilabilmektedirler. Clostridium spp. ve Bacteriodes fragilis
daha ¢ok kolonun liimeninde yerlesirken, gram pozitif segmentli filamentoz bakteriler daha

cok epitel hiicrelerine sikica yapisik sekilde bulunmaktadirlar.®?
2.1.2.  Mikrobiyota ve Konak Iliskisi

Insan bagirsak mukozasi, insan hiicreleri ve mikrobiyal ekosistem ag: ile birlikte
dinamik bir yapidir.?® Bagirsak mikrobiyotasi, ¢esitli mekanizmalar ile insana

immiinolojik, yapisal ve metabolik acidan bir¢ok fayda saglamaktadlr.19’24

Mikrobiyota, Toll-Like Reseptor (TLR)’ii aktive ederek enterositlerin homeostazisinin
saglanmasinda rol oynamaktadir.”> TLR nin olmadig farelerde enterosit proliferasyonunun
azaldig saptanmustir.?® Intestinal mikrobiyotanin bulunmadigi durumda, kas duvar
kalinliginda, damarlanmada, sindirim sistemi enzim aktivitesinde, goblet hiicre sayisinda

ve mukus tabakasinda azalma gézlenmistir.24

Intestinal mikrobiyota, konagin immiin sistemininin matiirasyonunda rol oynamaktadir.
Konak immiin sistemi de bagirsaktaki mikrobiyal kompozisyonu diizenlemektedir. Immiin
sistem ve mikrobiyota arasindaki bu iligki ¢ok erken yaslarda baslamaktadir. Bagirsaktaki
mikroorganizmalar, bagirsagin lamina propriasindaki immiin sisteme ait dendritik hiicre ve
makrofajlar1 patojenlere kars1 stirekli hazir hale getirerek immiin sistem hiicrelerini
gelistirmektedirler. Ayrica, bagirsaktaki antikor iireten hiicreleri uyararak olusturdugu hafif

diizeyde inflamasyon ile lenfoit yapilarin olgunlasmasina katkida bulunmaktadirlar.*®?®

Mikroorganizmasiz bir ortamda, steril bir sekilde biiyiitiilen farelerin enfeksiyonlara
daha duyarli olduklar1 saptanmustir. Steril farelerde, intraepitelyal ve dolasimdaki lenfosit
sayis1, serum immiinglobiilin seviyesi azalmis ve Peyer plak boyutlar kiigiik kalmugtir.*%’
Steril sekilde biiyiitiilen fareler, tek bir mikroorganizma ile kolonize edildiginde
intraepitelyal lenfositlerin ve antijen sunan hiicrelerin aktivitesi artarak lokal bagigiklikta

matiirasyon saglandigi gozlenmistir.”®

Intestinal mukozanm yiiksek miktarda icerdigi mikroorganizmalar, bagirsak epiteline
baglanmasini ve besin kaynaklarini kullanmasini sinirlayarak patojenleri inhibe etmektedir.

Urettigi laktik asit, kisa zincirli yag asitleri (KZYA) ve bakteriyosinler gibi antimikrobiyal



faktorlerle enfeksiyonlara karsi koruma saglamaktadlr.24‘29 Ayrica, mikrobiyota elemanlari
tarafindan tiretilen KZY A, ortamin pH’sin1 degistirerek patojenlerin inhibisyonunu
saglayabilmektedir.®® Ornegin; Bifidobacterium cinsi bakterilerin iirettigi asetat, ortami

asidiklestirmis ve Enterohemorajik Escherichia coli serotip 0157:H7’yi inhibe etmistir.**

Mikrobiyota elemanlari, viicut i¢in gerekli olan biyotin, folat ve vitamin K gibi {irtinleri
sentezleyerek dolasima katilmasini da saglamaktadirlar.”* Kolondan absorbe edilemeyen
karbonhidratlar ve 6lii epitel hiicreler, intestinal mikrobiyota elemanlari tarafindan
metabolize edilerek biitirat, propiyonat ve asetat gibi KZYA olusmaktadir. Uretilen
KZY A’nin konak iizerinde ¢esitli etkileri bulunmaktadir. Epitel hiicreleri i¢in enerji
kaynag1 oldugundan konagin enerji dengesinde dnemli rol oynamaktadlr.20 Bagirsakta
bariyer fonksiyonunu giiclendirmekte ve antiinflamatuvar etki gstermektedir.®*
Karbonhidratlarin metabolize edilmesi sirasinda su ve tuzun bagirsak tarafindan emilmesi
indﬁklenmektedir.29Ayr1ca, oksidatif stresi azaltarak antikanserojenik etki

20 stermektedir.*
2.1.3.  Mikrobiyotanin Degiskenligi

Kiiltiire dayali ¢alismalar, yetiskinlerde ¢ekirdek mikrobiyota oldugunu ve bunu
olusturan tiirlerin her insanda ayni oldugunu belirtmektedir.* Kiiltiirden bagimsiz
metagenomik ¢alismalar ise zaman igerisinde ve insan popiilasyonlari arasinda degiskenlik

gosterebilen gekirdek mikrobiyota disinda bir mikrobiyota oldugunu gostermistir.*?

Mikrobiyota igerisinde kisilere 6zel tiirler bulunabilmektedir. Cocukluk yillarinda
kazanilan bir tiir, spesifik mikrobiyota eleman1 olabilmektedir. Bu tiir, konaga olduk¢a
giiclii bir sekilde uyum saglayip varligini siirdiirebilmekte ve mikrobiyotada degisiklik olsa

bile yillarca sabit kalabilmektedir.'®

Mikrobiyotay1 hem ¢esitlilik hem de miktar yoniinden etkileyen ekzojen ve endojen
bir¢ok faktor bulunmaktadir. Cinsiyet, yas, beden kitle endeksi, irk, yasanilan cografya,
beslenme aligkanliklari, yasam tarzi, dogum sekli, genetik yapi, antibiyotik kullanimi ve
gecirilen hastaliklara bagli olarak mikrobiyotada degisiklikler meydana

gelebilmektedir."*%°



Intestinal mikrobiyota, anne karnindan itibaren sekillenmeye baslamaktadir. Insanin
steril olarak diinyaya gelip bilgisi son yillarda degismis olup amniyon sivisina, plasentaya
ve gdbek kordonuna ait bir mikrobiyomun oldugu gdsterilmistir.*® Dogum sekli, beslenme
ve kisinin diinyaya geldigi ortam sartlar1 gibi degiskenler mikrobiyotay etkilemektedir.
Hayatin ilk yillarinda anneden vajina, cilt ve feges mikroorganizmalar1 alinmaktadir.®*’
Yatsunenko ve ark.*®’nin yaptiklari calismada; bebeklerin mikrobiyotasinda,
Bifidobacterium cinsi bakterilerin baskin oldugu, ¢esitliligin az oldugu ve eriskin
mikrobiyotasina gore daha degiskenligin fazla oldugu gdsterilmistir. Ayrica bu ¢alismada,
bebeklerin mikrobiyomunda, folat sentezinde yer alan enzimleri kodlayan genlerin
sunumunun fazla oldugu saptanmistir. Konaktaki fizyolojik siire¢ ve ¢evreden gelen
mikroorganizmalar arasindaki etkilesim sonucu mikrobiyota sekillenmektedir.37 Yas

ilerledik¢e Firmicutes filumuna ait bakteriler artarken, Bacteriodetes filumuna ait

bakteriler azalmakta ve eriskin mikrobiyotasma déniisiim olmaktadir.’

Beslenme aliskanliklarindaki farkliliklar, intestinal mikrobiyota icerigini etkilemektedir.
Anne siitii ile beslenen bebeklerin intestinal mikrobiyotasinda, Lactobacillus ve
Bifidobacterium cinsi bakterilerin arttigi gosterilmistir. Mikrobiyotanin bu kompozisyonu,
astim ve egzemayi Onleyecek sekilde immiin sistemin olgunlagmasini saglamak‘tadlr.34
Hayvansal yiyeceklerle beslenenlerde, Alistipes, Bilophila ve Bacteriodes cinsleri artarken,
Roseburia cinsi, Eubacterium rectale ve Ruminococcus bromii gibi biitirat iireten
Firmicutes filumuna ait bakterilerin azaldig1 saptanmistir.®® Bacteridoes cinsi bakteriler,
protein agirlikli hayvansal gidalarla, doymus yag asitleriyle beslenmeyle iliskilendirilirken;
Prevotella cinsi bakterilerin, bitkisel ve lifli gidalarla beslenmeyle iliskili oldugu

gosterilmistir.*
2.1.4.  Mikrobiyota ve Kanser Iliskisi

Kanser, etiyolojik olarak multifaktoriyal bir hastaliktir. Giincel bilgiler ile intestinal
mikrobiyotanin kolorektal kanserin olusmasinda yeni bir faktér oldugu diisiiniilmektedir.®*
Mikrobiyotada meydana gelen degisiklikler, toksin ve kanserojenik maddelerin artisina,
epitel bariyerinin harabiyetine ve yararli metabolitlerin azalmasina neden olabilmektedir.
Bu degisiklikler, immiin sistem aktivasyonuna neden olarak kronik inflamasyon
baglatmaktadir. Ayn1 zamanda, hiicrelerin proliferasyonunda artis meydana

getirmektedir.*>3



Mikrobiyotanin iirettigi biyotin, folat gibi diisiik molekiil agirliklt molekiillerin ve
KZY A’nin, konakta onkogenleri baskilamak, timor siipresor genleri aktive etmek, DNA
tamirinde rol almak gibi kansere kars1 koruyucu etkileri bulunmaktadir. Kanser

hastalarinda, koruyucu etkileri olan bu maddelerin azaldig saptanmigtir.>

Kolorektal kanser hastalarinin ve saglikli kisilerin mikrobiyota igerikleri
karsilastirildiginda farkliliklar saptanmistir. Kolorektal kanser hastalarinin
mikrobiyotalarinda patojenik mikroorganizmalarin sayisi artarken, yararli
mikroorganizmalarin sayisinin azaldigi gézlenmistir. Fusobacterium, Enterococcus,
Peptostreptococcus, Collinsella, Erysipelotrichaceae, Anaerotruncus, Campylobacter
cinsleri ve Escherichia coli, Streptococcus gallolyticus tiirlerinin KRK nin ilerlemesinde
etkili oldugu distiniilmektedir. Ayrica, KRK hastalarinin intestinal mukozasinda
Porphyromonas, Peptostreptococcus ve Mogibacterium cinsleri artis gosterirken,
Bifidobacterium, Blautia ve Faecalibacterium cinslerinin azaldig: saptanmistir.>* Son
yillarda F.nucleatum ile KRK iliskisini destekleyen yayinlarin sayisi artis
gostermistir.»***! Castellarin ve ark.®’nin yaptiklari ¢alismada, F.nucleatum’un, KRK
dokusunda onemli derecede artmis oldugu gosterilmistir. Ayrica, F.nucleatum yiikiiniin
yiiksek olmas1 KRK nin prognozunun kétii oldugunu gdsteren bir belirteg¢ oldugu

dﬁsﬁnﬁlmektedir.42
2.2. Kolorektal Kanser
2.2.1.  Epidemiyoloji

Kanser, diinyada ve iilkemizde 6liim sebepleri arasinda 2. sirada yer almaktadir.
Uluslararasi kanser aragtirma ajansi (IARC)’1n Globocan 2018 yil1 verilerine gore 18
milyon yeni kanser vakasinin oldugu, 9,6 milyon kisinin kansere bagl olarak yagsamini

yitirdigi tahmin edilmektedir.***

Kolorektal kanser, diinya genelinde morbidite ve mortaliteye sebep olan bir kanser
tiiriidiir. Erkeklerde akciger ve prostat kanserlerinden sonra tigiincii, kadinlarda meme
kanserinden sonra ikinci sirada goriilmektedir.” Kolon ve rektum kanserinde 2018 yilinda
toplam yeni vaka sayisinin 1,8 milyon oldugu ve 86 bin kisinin bu nedenlerle hayatini
kaybettigi tahmin edilmektedir.*® Yeni KRK tanisi alanlarin ve KRK nedeniyle éliimlerin

sayis1 2030 yilina kadar %60 oraninda artmasi beklenmektedir.*®



Tiirkiye Saglik Bakanligi Halk Sagligi Genel Miudiirligii’niin 2015 yilinda yayimnladig:
Tiirkiye kanser istatistiklerine gére KRK, erkelerde yiiz binde 23,1 ve kadinlarda yiiz binde

14,4 sikligindadir. Her iki cinsiyette de iiciincii sirada goriilmektedir.®

Kolorektal kanser hastalarinin yaklasik %55°inin gelismis tilkelerde oldugu saptanmustir.

En yliksek mortalite oran1 orta ve dogu Avrupa’da gé’m’jlmektedir.5
2.2.2.  Etiyoloji

Kolorektal kanser riskinin yasla birlikte arttig1 saptanmistir. Sporadik KRK; 40 yasin
altinda nadir olarak goriilmektedir. Insidans, 40-50 yas arasinda yiiksek olup sonraki her 10
yilda insidans oranlar1 giderek artmaktadir. Cinsiyetin, KRK {izerine etkisi vardir.
Mortalite oraninin erkeklerde kadinlardan yaklasik %25 daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Kadinlarda postmenapozal donemde proksimal yerlesimli tiimérler artis gostermektedir.*

Beslenme aligkanliklari, KRK etiyolojisinde oldukca 6nemlidir. Diinya genelindeki
kolorektal kanserlerin %30 ila %50 sinde diyetin neden oldugu diisiiniilmektedir.
Kalsiyumdan, folik asitten, D vitamininden fakir ve lif orani diisiik beslenme aligkanligi
KRK riskini arttirmaktadir. Ayrica, kirmiz etin fazla tiiketildigi beslenme aligkanliklarinda
da risk artmaktadir.*” Beden kitle indeksinin KRK olusumuna etkisi bulunmaktadir. Farkli
tilkelerden birgok katilime1 tizerinde yapilan bir metaanalizde, obez kategorisindeki
kisilerde normal kiloda olanlardan 1,3 kat daha yiiksek KRK geligsme riski oldugunu
gésterilmistir.48 Alkol ve tiitiin tiiketimi gibi aliskanliklarin KRK kanser olusumu iizerine
etkisi aragtirilmigtir. Giinde 30 g etanol tiiketiminin, KRK gelistirme riskini %16; 45 g
etanol tiiketiminin riski %41 oraninda arttirdig1 saptanmistir. Sigara kullanimi, %18

oraninda KRK riski artisina neden olmaktadir.*

Bat1 toplumlarinda bir kiginin hayati boyunca KRK olma ihtimalinin %3-5 oldugu
varsayilmaktadir ve aile dykiisiinde kanser olan bireylerde risk daha da artmaktadir.
Birinci derecede 50 yas iistii bir tane akrabada KRK olmasi durumunda riskin ikiye
katlandig1, birinci derecede 50 yas altinda bir akrabada KRK olmasi durumunda riskin tige
katlandig: bildirilmistir. Kanserli akraba sayisi arttikca risk de artmaktadir.*®



22.2.1.  Inflamatuvar bagirsak hastahklar

Kronik inflamatuvar bagirsak hastaliklari olanlarda, olmayan gruplara kiyasla 2-5 kat
arasinda kanser riski artmaktadir.*® Ulseratif kolit tanisindan sonraki 8-10 yil igerisinde
kanser riski yiikselmektedir. Pankoliti olan hastalarda yiiksek risk mevcut iken sol kolonun
tutuldugu hastalarda orta derecede risk mevcuttur. Tiim KRK’1i hastalarin %1°1 tilseratif
kolit zemininden gelismektedir.”* Crohn hastahginda KRK riski artmakla birlikte aile
Oykiisii, hastaligin siiresi ve kolonun tutulum yeri gibi ¢esitli faktorlere bagh risk degisiklik

gostermektedir.>

2.2.2.2. Herediter kanser sendromlari

Kolorektal kanserlerin sadece % 5-10’u herediter genetik sendromlardan
kaynaklanmaktadir. En sik goriilen sendromlar, Ailesel Adenomatdz Polipozis, Herediter

Non Polipozis Coli’dir. Bu sendromlarda daha erken yaslarda kanser gelisebilmektedir.*®

2.2.2.3. Kolorektal kanserin olusumunda genetik yolaklar

Kolorektal kanser olusumunda, ilk olarak normal epitel mukozasinin proliferasyonu
artmaktadir. Asir1 gogalan intestinal epitel hiicreleri organizasyon olusturma yetisini ve
yapisini kaybedip adenom formuna doniismektedir. Adenomlar, biiytiyiip submukozay1
invaze edebilmekte ve kanserlesebilmektedir. ‘Adenom-karsinom’ sekansi olarak
adlandirilan bu heterojen siirece molekiiler degisiklikler de eslik etmektedir. Kromozomal
instabilite, mikrosatellit instabilite ve CpG adacik metilator fenotip seklinde ti¢ farkli
molekiiler yolak ile KRK gelisebilmektedir.?’9

Kromozomal instabilite (CIN) yolagi: En sik goriilen yolaktir. Tiim KRK’lerin
%85’inde, sporadik KRK’lerin %70’inde goriilmektedir. Onkogen olan KRAS ve c-MYC
genlerinde aktivasyon, tiimor siipresor APC ve TP53 genlerinde inaktivasyon meydana

gelmektedir.>®

CpG ada metilator Fenotip (CIMP) yolagi: Kolorektal kanser vakalarinin %20’sinde
goriilmektedir. Hipermetilasyon ile MLH1 gibi tiimor stipresor geni inhibe olmakta,

onkogen BRAF aktive olmaktadir. Hiicre proliferasyonu artmaktadir.>>>*
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MSI (Mikrosatellit instabilite) yolagi: DNA onariminda yer alan MMR geninde

mutasyon olmaktadir.>*
2.2.3. Kolorektal Kanser Tanmisi

Kolorektal kanser, hastaligin baslangicinda asemptomatik olabilmekte ve asemptomatik
hastalar, tarama esnasinda tan1 alabilmektedir.>® Semptomatik hale geldiginde timoriin
yerine gore; Kanli digkilama, bagirsak aligkanliklarinin degismesi, demir eksikligi anemisi,

kilo kaybu, karin agrisi ve yorgunluk ile kendini gosterebilmektedir.>
2.24. Kolorektal Kanser Taramasi

Kolorektal kanser, cogunlukla iyi huylu bir adenomdan gelismektedir. Normal
mukozadan adenom, adenomdan adenokarsinom gelismesi i¢in gegmesi gereken zaman
ortalama 5-10 yildir.>® Preklinik evrenin uzun olmasi nedeniyle, diger malignitelere gore
daha fazla popiilasyonun taranmasina uygundur. Bu durum, KRK’nin erken taninmasi i¢in

bir firsattir.*°

Oldukga yliksek oranda goriilen KRK, erken tanindiginda beklenen yasam 6mrii belirgin
Olctide artmaktadir. Erken teshis edilirse, hala lokalize olacagindan 5 yillik sagkalim orani
% 80'nin lizerindedir. Teshiste gecikme olursa, kanserin evresi ilerleyeceginden 5 yillik

sagkalim oran1 %10'un altina diismektedir.*

Tarama igin invaziv ve invaziv olmayan testler mevcuttur. Cogu iilke ilk basamakta
invaziv olmayan bir tarama testi ile invaziv olan kolonoskopi islemi i¢in popiilasyon
olusturmaktadir. Invaziv olmayan testler arasinda genelde tercih edilen test gaitada gizli
kan testidir.* Bilgisayarli tomografi de taramada kullanilabilen testlerdendir. Tarama
testleri, risk faktorii olmayan 50 yas iizeri yetiskinler igin 6nerilmektedir.”” Risk faktorii
olan hastalar, daha erken yaglardan itibaren daha sik taranmalidirlar.® Yapilan giincel bir
calismada, tekrarlayan Clostridium difficile enfeksiyonlari gibi nedenlerle digk1
transplantasyonu yapilan kisilere KRK’ye neden olan bakterilerin de aktarilabilecegi
gosterilmistir. Bu 6zellige sahip hastalarin KRK acisinda daha sik takip edilmesi

t')nerilmistir.59
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2.2.4.1.  Kolonoskopi

Kolorektal kanser tanisinda ve taramasinda altin standarttir. Timor lokalizasyonunun
degerlendirilmesi, es zamanli olarak lezyonun patolojik tanisi i¢in 6rnek alinabilmesi,

polibin ¢ikartildig1 durumlarda tedavi edici etkisi olmasi gibi avantajlari vardir.*®

2.2.4.2.  Gaitada gizli kan testi

Heminin peroksidaz aktivitesine dayal1 bir testtir. Diyetle alinan kirmiz1 etten ve
bitkilerdeki peroksidazdan etkilenebilmektedir. Duyarlilig1 ve pozitif prediktif degeri
sirastyla %50 ve %3-10’dur.”

2.2.4.3. Fekal immiinokimyasal test

Diyetle alinan et ile reaksiyona girmez ve sadece insan globiilinini tanir. Ust
gastrointestinal sistemden olan kanamalarinda globin sindirildigi igin sadece alt
gastrointestinal sistem kanamalarinda pozitiflik saptanmaktadir. Testin ardisik olarak

tekrarlanmasina gerek yok‘[ur.60

2244, Serum tabanh testler

Karsinoembriyojenik antijen (CEA) ve kanser antijeni 19-9 (CA 19-9) testlerinin
duyarhiliklar1 %40-70 arasinda ve 6zgiilliikleri %73-90 arasindadir. Tani testi olarak

kullanilmast uygun degildir. Siirveyans ve tedavi takibinde kullanilmaktadir.>
2.3.  Fusobacterium nucleatum
2.3.1.  Genel Tanimlama ve Siniflama

Fusobactericeae ailesinden Fusobacterium cinsine ait olan Fusobacterium nucleatum,
zorunlu anaerop, spor olusturmayan ve hareketsiz bir bakteridir.®®? F.nucleatum’un G+C
oran1 %27-28 arasindadir ve genom uzunlugu 2,4x10° b¢’dir.%? Gram negatif, fusiform,
uzun, ince ve uglari konik sekilli basil yapisindadir. Hiicrelerde sferik sislik bulunmaktadir.
Genellikle 5-10 mikrometre uzunlugundadir.® F.nucleatum, iireyebilmek igin
zenginlestirilmis besiyerine ihtiyag duymaktadir. Genellikle triptikaz, pepton, maya 6ziitii
iceren ortamlarda daha iyi biiyiimektedir. Uretilebilmesi icin aminoasit ve peptitlere ihtiyac

duymaktadir. ®* Anaerop kanli besiyerinde kolonileri, 1-2 mm ¢apinda, hafif konveks ve
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diizensiz kenarlidir. Kolonilerin i¢inde karakteristik olarak kristal goriintiisii vardir.
Diizensiz kenarlar1 ve kristal yapis1 nedeniyle kolonisi ekmek kirintisina

benzetilmektedir.®

Fusobacterium cinsi bakterilerin bircogu nonfermentatif veya zayif fermentatiftir.®®
Glukozu, hiicre i¢i molekiillerin biyosentezi i¢in kullanip, enerji metabolizmasi i¢in
kullanmazlar. Enerji saglamak i¢in aminoasit katabolizmasini kullanan az sayida anerobik
tiirden birisidir.%? Bacteriodes, Prevotella, Porphyromonas ve Leptotrichia cinslerinden
biitirik asit {iretip, izobiitirik asit ve izovalerik asit tiretmemesi ile ayrilmaktadir. Birgok
tiirii Vankomisin diskine direngli iken kolistin ve kanamisin disklerine duyarlidir.

Fusobacterium cinsi igerisinde ¢ogu tiir safraya duyarhdlr.63

Fusobacterium cinsi oldukga heterojendir ve 14 adet tiir igermektedir. Bunlardan en sik
izole edileni ve en ¢ok bilineni F. nucleatum’dur. F.nucleatum‘un animalis, fusiforme,

vincentii, polymorphum ve nucleatum olmak iizere bes tane alt tiirii bulunmaktadir. ®+*

F.nucleatum, normal agiz ve bagirsak mikrobiyotasinin bir par¢asi olmasina ragmen
birgok enfeksiyon tablosundan sorumlu bulunmustur.** Periodonditit ve gingivitte baslica
patojenlerden biridir. Sintizit, endokardit, septik artrit, tonsillit, beyin, deri ve karaciger
abseleri gibi bir ¢ok enfeksiyon odagindan izole edilmistir.®* Bu hastaliklarin disinda;
kardiyovaskiiler hastaliklar, romatoit artrit, Lemierre sendromu ve Alzheimer gibi genis
spektrumda hastaliklarla iliskilendirilmistir.®® Gebelik esnasinda amniyotik membrani

invaze edip diisiik ve 6lii dogumlara sebep olabilecegi géisterilmistir.61
2.3.2.  Viriilans Faktorleri

Fusobacterium nucleatum, cesitli viriilans faktorleri ile birgok yerde enfeksiyona sebep
olabilmektedir. Viriilans faktorlerinde biri, kolonizasyon ve yayilma digeri konak immiin

yanitinin uyarllmasldlr.65

2.3.2.1. Kolonizasyon ve yayilma

Fusobacterium nucleatum, adeziv bir bakteridir ve oral kavitede ¢esitli mikrobiyal
elemanlarla birlikte plak formasyonu olusturmaktadir. Epitel, endotel, polimorfoniikleer
l16kositler, monosit, eritrosit, fibroblast, HeLa hiicreleri ve dogal 6ldiiriicti (NK) hiicreleri

gibi cok ¢esitli memeli hiicresine adeze olabilmektedir.®>®® Adezyondan sonra endotel ve

13



epitel hiicrelerini invaze edebilmektedir.®® F. nucleatum, konak hiicresi icerisine girdikten
sonra membrana bagli bir vakoulde canli kalarak kisa bir siire cogalmaya devam

etmektedir.®*

F.nucleatum’un adezyonundan, FadA, Fap2, RadD, aidl ve FomA gibi adezinler
sorumludur.®®®” FadA proteini, kaderinlere baglanir. Bakteri, FadA ile epitel hiicre
yiizeyindeki E-kaderine baglanarak kolonize olmaktadir ve hiicre i¢i ikincil sinyalleri
aktive etmektedir.®® Endotel kaderini olan, hiicre-hiicre birlesim molekiilii VE-kaderine
baglandiktan sonra endotel gegirgenligini arttirmaktadir. Bu sekilde hem F.nucleatum hem
de diger bakterilerin gecisi kolaylastirmakta ve yayilmalarina neden olmaktadir. Viicudun
farkli yerlerinde meydana gelen kolonizasyonun bu mekanizma ile gergeklestigi
dﬁsﬁnﬁlmektedir.26‘68’10 RadD adezini, F.nucleatum’un farkli bakteriler ile iletisime

® FomA adezini,

gecmesini  saglayarak biyofilm olusumunda rol oynamaktadir.?
F.nucleatum’un diger bakterilere agrege olmasii kolaylastiran en onemli proteindir.®’
F.nucleatum’un diger bir virillans faktorii, dis membran vezikilleridir (OMV). Bu
vezikiiller, E-kaderinlerin yapisinin bozulmasina neden olarak, bakteri ve kanser

hiicrelerinin invazyonu kolaylas,tlrmaktadlr.34’26

2.3.2.2. F.nucleatum’un viriilans faktorii olarak immiin yaniti uyarmasi

F.nucleatum, konakta gesitli immiin cevaplara neden olmaktadir. Gebe farelerle yapilan
calismada, F.nucleatum’un TLR-2,TLR-4 araciligiyla plasentada immiin cevabi arttirdigi
gosterilmistir.*® inflamatuvar cevap, TLR-4 antagonisti ile baskilandiginda bakteriyel
kolonizasyon olsa bile fetiislerde 6liim oran1 azalmistir.*® Myeloid kokenli immiin

hiicrelerin sayisini arttirmaktadir ve T hiicre proliferasyonunu inhibe etmektedir.”
2.3.3.  F.nucleatum ve Kolorektal Kanser Iliskisi

Normal sartlarda agizda ve gastrointestinal sistemde nadir bir mikrobiyota elemani olan
Fusobacterium nucleatum, bulundugu yerin digina ¢iktiginda veya mikrobiyota dengesinin

10,65 Bagirsakta inflamatuvar mikrogevre

bozuldugu durumlarda patojene dontismektedir.
olusturmak, antitimor immiin aktiviteyi baskilamak gibi etkileri ve direkt tiimor hiicreleri
tizerindeki etkileri ile kolorektal kanserin baglamasinda ve ilerlemesinde rol aldig

dﬁsﬁnﬁlmektedir.lo
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F.nucleatum, kanser hiicresine yapistiginda onkogenlerin ekspresyonunu ve kanser hiicre
proliferasyonunu arttirabilmektedir. F.nucleatum’un epitel hiicrelerine adezyon ve
invazyonunu saglayan FadA adezini, kanserogenezde etkilidir.”* FadA adezini sayesinde
bakteri, Wnt/B-katenin sinyal yolagini aktive etmektedir. Bu sekilde, baz1 onkogen ve
regililatuvar genlerin transkripsiyonunu degistirip kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
arttirmaktadir.** Kanser hiicrelerinin bliylimesini ca®* bagimli fosfolipid baglayici
proteinlerden olan Anneksin A1 aktivasyonu yoluyla segici olarak uyardig saptanmistir.®®
KRK hiicrelerinde miRNA-21ekspresyonunu arttirmaktadir. Tiimor baskilayict genlerin
ekspresyonunu baskilayan miRNA-21, onkogen gibi fonksiyon géstermektedir.”? Ttimor
mikrogevresinde, hiicrelerde mitojen ile aktiflesen protein kinaz p38 aktivasyonu ile
matriks metalloproteinaz 9 (jelatinaz) ve 13’{in (kollajenaz) salinimi artmaktadir. Bu
metalloproteinazlar tiiméor hiicrelerinin proliferasyonuna ve invazyonuna neden

olmaktadir.®’

F.nucleatum, diger bakterilerle birlikte kanserlesmeyi baslatabilmektedir.
F.nucleatum’un giiglii koagregasyon ve tasiyici etkisi bulunmaktadir. Normalde invaziv
olmayan veya gii¢siiz mikroorganizmalar1 Fap2 adezini ile hiicre i¢ine tagimaktadir. Bu
sayede hiicrelerde olusturdugu toksik etki artmaktadir.” ™ Fap2, konak polisakkariti olan
Gal-Gal-Nac’1n lektinidir. F.nucleatum, Fap2 sayesinde konak polisakkaritine

baglanmaktadlr.75

F.nucleatum, NF-kB dengesini etkileyerek kanserogeneze neden olmaktadir. TLR-2 ve
TLR-4 reseptorleri ile NF-kB’yi aktive ederek, IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi
proinflamatuvar sitokinlerin salinimina neden olmaktadir.**"® Olusturulan inflamatuvar
mikrogevre epitel ve stromal hiicrelerde hasar meydana getirmektedir. Baz1 faktorler
sayesinde, tiimor mikrogevresinde pH degeri 7,4’ten 6,5’¢ kadar diismektedir. Bu
degisiklik mikrobiyal kompozisyonda degisiklige neden olmakta ve F.nucleatum sayisini
arttirmaktadir. F.nucleatum ¢ogalmasi ile mukozal hasar ve kanserogenez artis

gé’)stermektedir.10

F.nucleatum, immiin sistem hiicrelerini etkileyerek de kanseri kolaylastirabilmektedir.
Giincel bir ¢calismada, tanimlanamayan bir F.nucleatum ligandinin, NK hiicresi ve T
hiicresinin ylizeyinde bulunan CEACAM 1°e baglanarak hiicrelerin fonksiyonunu inhibe

ettigi g('jsterilmistir.77 Bu reseptor, tiimor hiicre yiizeyinde de bulunmaktadir ve tiimor
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progresyonu, metastaz ve kétii prognoz ile iliskilendirilmistir.”? inflamatuvar
komponentlerle tiimor mikrogevresi olduk¢a karmasik hale gelmektedir. Tiimori infiltre
eden T lenfositler, antitiimoral etki gosterirken, myeloid kokenli supresif hiicreler
(MDSCs) ve regiilatuvar T hiicreleri immiin sitemi baskilamaktadir. F.nucleatum’un KRK
dokusunda MDSC’leri arttirdig1 gosterilmistir. Ttimor dokusunu infiltre eden MDSC’ler,
immiin sistemin antitiiméral etkisini ve T hiicrelerini inhibe etmektedirler.”® Gur ve ark.™
yaptiklar1 ¢alismada, F.nucleatum’un Fap2 adezininin, NK ve T hiicrelerinde TIGIT
inhibitor reseptorlerine baglanarak immiinsiipresif etki sagladigi gosterilmistir.
F.nucleatum’un, RadD ve Fap2 adezinleri ile lenfosit 6liimiine neden oldugu
saptanmustir.** F.nucleatum, nétrofillerin protiimérojenik nétrofil yoniinde degisimini
saglayan TGF-f salinimina neden olmaktadir. Bdylece, kanser dokusunun biiylimesini ve
anjiyogenezisi arttirmaktadir. Markofajlar, F.nucleatum’un etkisi ile protiimoérojenik
makrofaj yoniinde gelismekte ve tiimor mikrogevresine infiltre olmaktadir. Protiimdrojenik

makrofaj, kanserin ilerlemesinde ve metastaz yeteneginde etkilidir.** "

2.3.4. F.nucleatum’a Karsi Meydana Gelen immiin Yant

Hiimoral bagisiklik, 6zellikle antikor aracili yanit, hiicre dis1 patojenlere kars1 konak
savunmasinda kilit bir rol oynar.80 Bagirsakta bulunan dendritik hiicreler, epitel
icerisindeki uzantilar ile liimendeki bakterileri dogrudan taniyabilir. Dendritik hiicre, sekil
degistirip ve bakteriyi B lenfositlere sunarak bagirsakla iligkili lenfoit dokularda (GALT)
IgA sentezlenmesini sa,c;rlamaktadlr.81 Lokal bagisiklikta rol oynayan sekretuvar IgA
saliimin ¢ogu GALT ta olmaktadir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar ile bagirsak
mikrobiyotasindaki bakterilerin serum IgA seviyesini arttirdig1 bildirilmistir.®
Mikrobiyotanin potansiyel patojen olan elemanlari, saglikli bir mikrobiyota icerisinde ve
kolon bariyeri saglam iken bile IgG yanitin1 uyarabilmektedir. Bu bakterilerin, kan
dolasimina yayilmasina ve sistemik immiin tepkinin olusmasina izin veren viriilans
faktorleri bulundurmasindan dolay: IgG yanitin1 uyardig: diistiniilmektedir. Bununla
birlikte, mikrobiyotanin dengesinin bozulmasi ve kolon bariyerinin defektif hale ge¢gmesi
IgG tretimini artirmaktadir. Mikrobiyotadaki bakterilere karsi IgG yanitinin, Crohn,
diyabet ve kanser gibi hastaliklar1 olanlarda daha fazla oldugu bildirilmistir. Bu durumun
olusmasindaki en 6nemli sebep epitel bariyerinin defektif hale gelip bakterilerin

translokasyonu oldugu diisiiniilmektedir.5*%*
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Mikroorganizmalarin antijenleri, in vivo ortamda hiimoral immiin sistemi aktive ederek
antikor olusumuna neden olmaktadirlar.** F.nucleatum’a ait protein yapilar1 giiglii bir
antikor yanit1 olusturmaktadirlar. Poliklonal B hiicresi aktivasyonuyla, her biri spesifik
antikor tireten birden fazla B hiicresi klonu uyarilmaktadir. Kronik inflamasyon
bolgelerinde F.nucleatum antijenlerinin etkisi ile plazma hiicreleri birikip, IgG, IgA, IgM
iiretimi artmaktadir.®? Kronik oral enfeksiyonu olan hastalarda, F.nucleatum’a kars:

hiimoral immiin yanitin arttig1 gijsterilmistir.ez’s2

Enfeksiyon ile iligkili kanserlerde, enfeksiyon etkenine karsi immiin yanitin
degerlendirilmesi kanser taramasinda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Epstein Barr
Viriis, Humanpapilloma Viriis ve Helicobacter pylori’ye karsi olusmus antikorlar,
enfeksiyonun teshisi ve kanser tanisi i¢in kullamlmustir.** Kolorektal kanserde, miktari
artan bakterilere karsi olusan olusan antikorlarin, kanserin biyobelirteci olabilecegi ¢esitli
caligmalar ile 6ne siiriilmiistiir. Butt ve ark.® S.gallolyticus’a kars1 olusan antikorlarin
kanserlesme belirteci olabilecegini bildirmislerdir. Wang ve ark.' F.nucleatum’a kars1
olusan antikorlarin KRK tanisinda kullanilabilecek yeni bir belirte¢ oldugunu

savunmuslardir.
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3. GEREC ve YONTEMLER
3.1.  Orneklerin ve Verilerin Toplanmasi

Calismamiz, Mayis 2018 ve Agustos 2019 tarihleri arasinda Kocaeli Universitesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi’nde yapildi. Gastroenteroloji Boliimii’ne basvurup
kolonoskopi karar1 alinan hastalardan, kolonoskopiden hemen dnce kan 6rnegi ve
kolonoskopi sirasinda doku 6rnegi alindi. Ayrica, Genel Cerrahi Boliimii’ne bagvurup
KRK tanis1 konmus ve tedavi almamis hastalardan ameliyat 6ncesi kan 6rnegi alinda.
ELISA calismasina 22 KRK hastasindan, 35 benign kolon hastalig1 olan kisiden ve 21
saglikli goniilliiden alinan serumlar dahil edildi. Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
(kPZR) ¢aligmasinda 15 KRK hastasina, 26 benign kolon hastalig1 olan hastaya ait lezyon
ve normal mukoza dokular1 analiz edildi. Hastaya ait bilgiler, hastadan ve Hastane Bilgi
Yonetim Sistemi’nden (Nucleus, Monad Yazilim) saglandi. Hastalara ¢alisma hakkinda
bilgi verilerek aydinlatilmis onamlari alindi. Calismaya katilmay1 kabul edenler ¢alismaya
alinip, reddedenler dahil edilmedi. Gastroenteroloji Boliimii’'ne bagvuran hastalara ait

orneklerin akis semasi 1. Cizim’de gosterildi.
3.1.1.  Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (kPZR) Calismasi

Kolonoskopi sirasinda kanser siiphesi olan lezyonlardan alinan biyopsi 6rneklerinin bir
boliimii patoloji laboratuvarina gonderilirken, bir boliimii de ¢alisma i¢in alindi. Biyopsi
alinan lezyonlu hastanin, saglikli mukoza dokusundan ikinci doku 6rnegi alinarak kontrol
grubu olusturuldu. Patoloji raporuna gore malignite saptanan hastalar, KRK ¢aligma
grubuna; benign kolon lezyonu (adenomatdz polip, hiperplastik polip, kronik

inflamasyonlu doku) saptanan hastalar, benign kolon hastaligi ¢alisma grubuna alindi.
3.1.2.  ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) Calismasi

Kan ornekleri, bir enjektorle periferik venden aseptik sartlarda alindi. Alinan &rnekler,
en kisa siirede laboratuvara ulastirildi. Kolonoskopi yapilan ve patoloji raporu ile KRK
oldugu kesinlesen, cerrahi miidahale yapilmamis hastalardan KRK ¢aligma grubu
olusturuldu. Kolonoskopi yapilan ve patoloji raporu ile benign kolon lezyonu saptanan
hastalar, benign kolon hastaliklar1 grubuna alindi. Saglikli kontrol grubu ise kolonoskopi

ile incelendiginde herhangi bir patolojik bulgusu olmayan kisilerden olusturuldu.
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3.1.3.  Cahsmaya dahil edilmeme kriterleri

Kolorektal kanser teshisi konulmus, tedaviye yonelik herhangi bir islem yapilmamis
hastalar ¢alismaya alindi. Kolorektal kanser tanisina yonelik radyoterapi veya kemoterapi
almig hastalar ve cerrahi miidahale ile kanser dokusu ¢ikarilmis olan hastalar ¢alismaya
dahil edilmedi. Ayrica, KRK disinda baska bir kanser tanisi bulunanlar ¢alismaya dahil
edilmedi.
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1. Cizim. Akis Semasi .

Kolonoskopi Yapilacak Kanser

Siipheli Hasta

Aydinlatilmig
Onam Formu

Serum
ornegi
alindi.

Biyopsi

sonucuna
gore

gruplandlrrnaA

Doku
ornegi
alindi.

Biyopsi
sonucuna
gore
gruplandirma

Benign
Kolon

Saglikl
Kontrol

Kolorektal
Kanser

Hastalig1

Benign
Kolon
Hastalig1

*Gastroenteroloji Boliimii’ne bagvurup kolonoskopi yapilmasina karar verilen hastalar.
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3.2.  Orneklerin Saklanmasi

3.2.1. Doku Orneklerinin Saklanmasi

Doku 6rnekleri, kolonoskopi ile alindi. Orneklerin temizlenmesi icin, steril fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi ile yikama islemi yapildi. Yikama isleminden sonra dokular -80C'de
saklandi. Calismadan hemen 6nce dondurucudan ¢ikartilan dokular oda 1sisina gelinceye

kadar bekletildi.
3.2.2. Serum Orneklerinin Saklanmasi

Kan 6rnekleri, 4000 devirde 15 dakika (dk) santrifiij edildikten sonra serumlar1 ayri bir
tiipe aktarildi. Serumlar, miktarina gore ii¢ veya daha fazla porsiyonlar halinde, her
porsiyonda en az 200 mikrolitre (ul) olacak sekilde -80°C'de saklandi. Calisma
yapilmadan hemen 6nce serumlar dondurucudan ¢ikartilarak oda 1sisina gelmesi beklendi.

Coziinen Ornekler, tekrar dondurulmadi ve atildi.
3.3.  ELISA Cahsmasi
3.3.1.  Ayiraglar ve Malzemeler
3.3.1.1.  Steril fosfat tampolu tuz ¢ozeltisinin (PBS) hazirlanmasi

Ticari olarak satin alinan 0,14 M NaCl, 0,0027 M KCI, 0,01 M PO,* icerikli kimyasal,
iretici firmanin (Euroimmun, Almanya) tarif ettigi sekilde 1000 mililitre (ml) steril
deiyonize su ile hazirlandi. Hazirlanan tamponun pH’s1, pH metre ile oda 1s1sinda (25°C),
7,4 olarak ayarland:. Otoklavda, 121°C’de 15 dk steril edildi. Bir aydan uzun olmayacak
sekilde +4°C’de saklandh.

3.3.1.2.  Tween 20 iceren fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisinin (PBS-T)

hazirlanmasi

PBS olarak bilinen fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisinin igerisine Tween 20 ad1 verilen iyon
bulundurmayan bir deterjan eklendiginde PBS-T tampon adin1 almaktadir. PBS-T tamponu
ELISA ve Western blot gibi testlerin uygulanmasinda istenmeyen, spesifik olmayan

baglanmalar1 ve protein-protein etkilesimini engelledigi icin testlerin dogru ¢alismasini
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saglamaktadir. Bu sayede, 6zgiil olmayan baglanmalar ve boyanmalar azaldigindan ELISA

sonuglar1 daha kolay yorumlanmaktadir.

PBS igerisine son konsantrasyonu %0,05 olacak sekilde Tween 20 (Merck, Almanya)
PBS-T elde edildi. Hazirlanan tampon bir aydan uzun olmayacak sekilde +4°C’de saklandi.

3.3.1.3.  Karbonat-Bikarbonat ( Na;CO3-NaHCO; ) tamponunun

hazirlanmasi

Kaplama tamponu olarak kullanilan ¢6zeltiyi hazirlamak igin, 500 ml distile su
igerisinde 1,59 g Na,CO3; (Merck, Almanya) ve 2,93 g NaHCO3 (Sigma-Aldrich,
Almanya) ¢6ziildii. Tamponun pH’1, pH metre yardimiyla oda 1sisinda 9,6’ya ayarlandi.
Tampon hacmi distile su ile 1000 ml’ye tamamlandi ve 0,05 M karbonat-bikarbonat

tamponu elde edildi. Tampon, +4°C’de 2 haftay1 asmayacak sekilde muhafaza edildi.®*

3.3.14. Bloklama tamponunun hazirlanmasi

PBS-T’e, %1 konsantrasyonunda olacak sekilde yagsiz siit tozu (BIO-RAD, ABD)

eklenerek hazirlandi.

3.3.1.5. Enzim Konjugat

Bagli antikorlarin belirlenmesi igin horseradish peroksidaz enzimi ile isaretli anti-insan

IgA ve IgG (Euroimmun, Almanya) kullanilda.
3.3.1.6. Kromojen/Substrat
Substart olarak tetrametilbenzidin (Thermo Fisher Scientific, ABD) kullanildi.
3.3.1.7. Siilfiirik asit soliisyonunun hazirlanmasi

Stop soliisyonu olarak kullanilarak siilfiirik asit (H,SO,) soliisyonunu hazirlamak i¢in,
75 ml distile su iizerine molaritesi (M) yaklasik 18 M olan saf H,SO,4 (Merck, Almanya)
8,416 ml damla damla eklendi. Asit eklendikten sonra hacim distile su ile 300 ml’ye
tamamlandi. Son konsantrasyonu 0,5 M olan H,SO4 soliisyonu oda 1sisinda karanlikta

muhafaza edildi.
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3.3.1.8.  ELISA plaklar

Calismada, 96 kuyucuklu, fotometrenin okumasina izin verecek sekilde diiz tabanl ve
yiiksek protein baglama 6zelligi olan polistiren yapida plaklar (Greiner Bio-One, Almanya)
kullanilda.

3.3.2. Hasta Orneklerinin Hazirlanmasi

Hasta serumu, IgA antikorunun saptanacagi ELISA igin 1/1000 oraninda, IgG
antikorunun saptanacagi ELISA i¢in 1/4000 oraninda 6rnek tamponu (Euroimmun,

Almanya) igerisinde diliie edildi.
Diliisyonlarin hazirlanmasi:

IgA’nin saptandigi ¢alisma igin, 100 ul hasta serumu 900 pl 6rnek tamponu ile steril
cam tiip igerisinde karistirildi. Elde edilen 1ml karisim, 9 ml 6rnek tamponuna eklenerek
1/100 diliisyon oran1 saglandi. Bu diliisyon tekrar 1/10 diliie edilerek 1/1000 oraninda

serum iceren drnek tamponlu karisim elde edildi.

IgG’nin saptandig1 ¢alisma i¢in, hasta serumu yukarida anlatildigr gibi 1/100 oraninda
diliisyon elde edildi. Hazirlanan diliisyondan 1ml karigim alinarak 39 ml 6rnek tamponu

iceren tiipe eklendi ve 1/4000 oraninda serum igeren 6rnek tamponlu karisim elde edildi.
3.3.3.  ELISA Plaklarmm Yikama Prosediirii

Yikama islemleri, yikama cihazi1 (Diagnostic Automation,ABD) kullanilarak
gerceklestirildi. Yikama tamponu olarak PBS-T kullanildi. Her bir kuyucuk 400 pl yikama
tamponu ile 3 defa yikandi. Kuyucuklarda kalabilecek rezidiie sivi absorbans degerinin
yanlis sekilde diisiik olmasina neden olacagindan yikama islemi tamamlandiktan sonra
kuyucuklarin kurutulmasi i¢in plaklar ters ¢evrilerek 3- 4 defa hafif sertlikte diiz bir

zeminde kurutma kagidina vuruldu. Bu sekilde rezidiie sivi kalmasi 6nlendi.
3.3.4.  Bakteri Kiiltiirii

ELISA plaklarint kaplamak i¢in, Fusobacterium nucleatum ATCC 25586 susu
kullanildi. Sus, %5 koyun kanli Columbia agarda (BioMérieux, Fransa) anaerop ortamda,
37°C’de, 48 saat inkiibe edilerek iiretildi.
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3.3.5.  ELISA Kitinin Hazirlanmasi
3.3.5.1.  Bakterinin 1s1yla inaktive edilmesi

Steril PBS igerisinde, 0,5 McFarland bulanikliginda F.nucleatum siispansiyonu
hazirlandi1. Hazirlanan siispansiyon, 56°C’de 30 dk kuru 1sitic1 blok (Eppendorf,
ThermoStat Plus, Almanya) igerisinde inkiibe edilerek, bakteri inaktive edildi.®®
Inaktivasyon isleminin dogrulugu, bakterilerin %35 koyun kanli Columbia agarda, anaerop

ortamda trememesi ile kontrol edildi.

3.3.5.2.  Kaplama soliisyonunun hazirlanmasi

Is1 ile inaktive edilen bakteri siispansiyonu, 14.000 devirde 30 dk santrifiij edildi.
Dipteki bakteri pelletine dokunmadan PBS dikkatlice pipet yardimiyla uzaklastirildi.
Bakteri pelleti, kaplama tamponu olan karbonat-bikarbonat tamponu igerisinde siispanse

edilerek vorteks yardimiyla bakterinin homojenizasyonu saglandi.

3.3.5.3. ELISA plaklarimin kaplanmasi

Kaplama islemi:

Bakteri iceren kaplama soliisyonu, tiim kuyucuklarda 100 pul olacak sekilde pipetlendi.
ELISA plaklari, +4°C’de bir gece boyunca inkiibe edilerek bakterilerin kuyucuklara
baglanmasi saglandi. Inkiibasyon sonrasi, kuyucuklarin tabaninda kaplanan bakterilere
dokunmadan siv1 aspire edildi. ELISA testi Wang ve ark.!! calismasindan modifiye

edilerek yapildu.
Bloklama islemi:

Bloklama islemi i¢in, kuyucuklara 200’er pl bloklama tamponu pipetlendi ve 2 saat oda
1s1s1nda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi, kuyucuklar, 3 kez yikama prosediiriine uygun

olarak yikandi.
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3.3.6. ELISA akis semasi

Orneklerin inkiibasyonu:

Diliie edilmis 6rneklerin her biri, kuyucuklara 100’er ul pipetlendikten sonra 37°C’de,
karanlikta, 1 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi, tiim kuyucuklar ytkama prosediiriine

gore yikandi.
Enzim Konjugat inkiibasyonu:

Her bir kuyucuga 100 pl enzim konjugat pipetlendi. Karanlikta ve 37°C’de 30 dk inkiibe

edildi. inkiibasyon sonrasinda yikama islemi prosediire uygun sekilde yikand.
Substrat inkiibasyonu:

Her bir kuyucuga 100 pl substrat soliisyonu pipetlendi. Oda 1sisinda ve karanlikta 15 dk
inkiibe edildi.

Reaksiyonun durdurulmasi:

Reaksiyonu durdurmak i¢in her bir kuyucuga 100 pl substratin eklendigi sira

dogrultusunda stop soliisyonu eklendi.
Ol¢iim:

Reaksiyon sonrasi olusan renk yogunlugu, cihaz (Triturus, Ispanya) yardimiyla 6l¢iildii.
Bu islem, 450 nm dalga boyunda ve 620-650 nm referans dalga boyunda yapildi.
Reaksiyonunun durdurulmasindan sonra 30 dk igerisinde 6l¢iim yapilmasina dikkat edildi.
Olgiimden 6nce, plak hafif bir sekilde galkalanarak boyanin soliisyonda homojen dagilmasi

saglandi.
Sonuclarin hesaplanmasi:

Yapilan dl¢timler sonucunda elde edilen OD degerleri kaydedildi.
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3.4. KPZR Cahsmasi
3.4.1. Deoksiriboniikleik Asit izolasyonu

Toplanan doku 6rneklerinden deoksiriboniikleik asit (DNA) izolasyonu, Ql1Aamp
DNA Mini Kit (Qiagen, Almanya) ile iireticinin talimatlarina uygun olarak yapildi.

[zolasyon islemi asagidaki prosediire gore gergeklestirildi.
3.4.1.1.  lzolasyon basamaklar

1. Ornekler, bistiiri ile pargaland: ve pargalar mikrosantrifiij tiipiine kondu.
Uzerlerine, 180 pl “Tissue lizis” tamponu ile 20 pl “Proteinaz K> eklendi.
Hazirlanan soliisyon 56°C’de bekletilirken, araliklarla dokularin lizis islemini

hizlandirmak igin vortekslendi. Inkiibasyon bir gece boyunca devam ettirildi.

2. Inkiibasyondan sonra pargalanmis dokularin {izerine 200 ul “AL” tamponu
eklendi. Karisim 15 saniye vortekslendikten sonra 70°C’de 10 dakika inkiibe
edildi.

3. Karigimin iizerine %96-100 konsantrasyonunda 200 ul etanol eklendi. Karigim
filtreli tiipe alindi, 8000 devirde 1 dk santrifiij edildi. Filtreli tipiin altindaki
kollektor tiip yenisiyle degistirildi. Tiim soliisyonun ge¢gmesi i¢in islem

tekrarlandi.

4. Filtreli tipe 500 ul “AW1” tamponu pipetlendi, 8000 devirde 1 dk santrifiij edildi.
Kollektor tiip yenisiyle degistirildi ve 500 ul “AW?2” tamponu eklendi. Yaklagik
14.000 devirde 3 dk santrifiij edildikten sonra kollektor tiip yenisiyle degistirildi.
En yiiksek devirde 1 dk santrifiij islemi tekrar edildi.

5. Filtreli tiip, 1,5 ml mikrosantrifiij tlip i¢erine kondu ve {izerine 200 pl eliisyon
tamponu eklendi. Oda 1sisinda 5 dk inkiibe edildikten sonra, 8000 devirde 1 dk
santrifiij edildi. Filtreli tiip atild1 ve dipte toplanan DNA igeren sivi, ¢alisma
yapilana kadar -15°C ila -30°C arasi bir 1s1da saklandi.
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3.4.1.2. Doku orneklerindeki DNA miktarinin ol¢iilmesi

Doku 6rneklerinden izole edilen DNA’larin miktari, nanodrop spektrofotometre
(Thermo Scientific, Nanodrop 1000 Spektrofotometre) ile saptandi. Eliisyon tamponu
igerisinde ¢oziilen DNA siispansiyonundan 2,5 ul kadar cihaza pipetlendi ve DNA miktar1
olciildii. Tiim drnekler igin aymi islem yapildi. Olgiimler arasinda érnegin pipetlendigi

kisim silindi.
3.4.2. KPZR islemi

Bakterinin 16S rRNA bdlgesine spesifik primerleri ve probu iceren ticari bir kit (Qiagen,
Almanya) kullanildi. Kitin i¢erisinde, Mikrobiyal kPZR Master karisimi, Mikrobiyal DNA
kPZR Assay (primer karigimi), Mikrobiyal DNA igermeyen su ve F.nucleatum’a ait 2x10*
kopya DNA/ul igeren soliisyon bulunmaktaydi.

3.4.2.1.  Standart egrinin olusturulmasi

Bakteri kopya sayisini degerlendirebilmek i¢in standart egri olusturuldu. F.nucleatum’a
ait 2x10* kopya DNA/ul igeren soliisyondan (Qiagen, Almanya) kopya sayisini bildigimiz
standartlar olusturuldu. Baslangigta, 2x10* kopya DNA/ul igeren standart, %2 oraninda
niikleik asit igermeyen su ile karistirildi ve 10* kopya DNA/ul igeren standart elde edildi.
10* kopya DNA/ul igeren standarttan logaritmik seri diliisyonlar yapilarak 10% 102 ve10*
kopya DNA/ul standartlari hazirlandi. En yiiksek kopya sayisini iceren standard: elde
etmek i¢in, KPZR karigimi igerisine 1. Cizelge’de gosterildigi gibi 2x10* kopya DNA/ul
soliisyonundan 5ul konularak 10° kopya iceren standart elde edildi. Diger standartlar i¢in,
1.Cizelge’de gosterilen sekilde KPZR karisimi hazirlandi. Tiim standartlarin
amplifikasyonu, 2. Cizelge’de yer alan 1s1 dongiileri ile RotorGene Q (Qiagen,Almanya)
kullanilarak gerceklestirildi. Standart egri igin en iyi verimlilik (E) ve egim (m)
degerlerinin saptandig1 10°, 10*, 10% ve 10" standartlar1 kullamldi. Standartlara ait
amplifikasyon egrileri 2. Cizim’de gosterildi. Bu standartlarin amplifikasyonu sonucu elde
edilen Ct degerlerinden gegen bir standart egri olusturuldu. Olusturulan bu standart egrinin,
E degeri 1.01, m degeri -3.292 olarak saptandi (3. Cizim).
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1. Cizelge. Standartlarin KPZR karigimlari.

Standartlar icin tek reaksiyon hacmi (ul)

Bilesenler
10" -10° 10°
Mikrobiyal kPZR Master karigimi 10 10
Mikrobiyal DNA kPZR Assay 0,8 0,8
Mikrobiyal DNA icermeyen su 8,2 3,2
Standartlar 1 5
Total hacim 20 20
2. Cizim. Standartlarin amplifikasyon egrileri.
0.5
0.4
0.3
FLORESANS
0.2
D
0.1
o= [Thesholdl . . |
5 10 20 25 40
DONGU
A. 10° Kopya
B. 10*Kopya
C. 10° Kopya
D. 10' Kopya
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3. Cizim. kPZR’de kullanilan standart egri.

14 N Cycling A.Green (Page 1)
B - R=0.99667
E3 s R*2=0.89335
T M=-3.202
30 e B=37.910
. — Efficiency=1.01
cT e ze
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—.
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10! 102 102 104 10%
KONSANTRASYON
3.4.2.2. Fusobacterium nucleatum’un miktarinin saptanmasi

Her 6rnek i¢in 10 ul Mikrobiyal kPZR Master karisimi, 0,8 ul Mikrobiyal DNA kPZR

Assay (Primer karigimi), 50 ng DNA 6rnegi ve DNA 6rnegine gore degisen miktarlarda

mikrobiyal DNA igermeyen Su i¢eren total hacmi 20 pl olan KPZR karisimi hazirlandi.

Karigim, 200 pl’lik mikrosantrifiij tiipleri i¢erisinde ve soguk blok tizerinde hazirlandi.

Amplifikasyon sartlari, 2.Cizelge’de gosterildigi sekilde olusturuldu. Reaksiyon,

RotorGene Q (Qiagen,Almanya) cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Doku 6rneklerindeki

bakteriye ait gen bdlgesinin kopya sayisi standart egri kullanilarak hesaplandi. Orneklere

ait Ct degerlerinin standart egriyi kestigi noktaya karsilik gelen kopya sayisi, 6rneklerdeki

F.nucleatum miktar: olarak belirlendi.

2. Cizelge. KPZR dongiileri.

Basamak Dongii Sayisi Siire Sicaklik
Baslangi¢ denatiirasyonu 1 10 dk 95 °C
Denatiirasyon 40 15s 95 °C
Baglanma ve uzama 40 2 dk 60 °C
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3.5. istatistiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme, IBM SPSS 25.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) paket
programi ile yapildi. Verilerin normal dagilima uygunlugunun arastirilmasinda
Kolmogorov-Smirnov Testi kullanildi. Dokudan elde edilen bakteri sayilari, sifir degerinin
kayip deger olarak islem gormesini engellemek icin logaritma 10 tabanina art1 bir diizeltme
ile gevrildi. Bakteri sayilarinin karsilastiriimasinda bagimli gruplar igin t testi kullanildi.
ELISA sonuglar1 OD degerlerine gore kaydedildi. Iki grubun arasindaki farkin
belirlenmesinde Mann Whitney U testi kullanildi. ELISA testinin segicilik ve
duyarliligiin belirlenmesi ve buna bagli olarak bir sinir deger 6nerilmesi icin ROC
(Receiver Operating Characteristics) egrisi analizi yapildi. IgA ve IgG arasindaki iliski,
Pearson korelasyon testi ile belirlendi. P degeri 0,05’in altinda olanlar istatistiksel olarak

anlamli bulundu.
3.6. Etik Kurul Onay1

Calisma i¢cin Kocaeli Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulundan etik kurul onay1 alindi (Tarih:29.03.2018 Karar no:2018/134). Projede
kullanilacak kitlerin temini i¢in Kocaeli Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimine Tipta uzmanlik Tez projesi destegi i¢in bagvuruldu. Proje, ilgili

birim tarafindan onaylanip yiirtirliige girdi (Proje No:2018/090).
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4. BULGULAR
4.1. Demografik veriler
4.1.1. KPZR Calismasi

Kolorektal kanseri olan hastalarin 10/15°1 (% 66,7) kadin, 5/15°1 (% 33,3) erkek ve yas
ortalamasi 70,1 + 10,2 (54-88) olarak bulundu. Benign kolon hastaligi grubundakilerin
11/26’s1 (% 42,3) kadin, 15/26’s1 (%57,7) erkek ve yas ortalamasi 58,9 = 15,7 (30-86)

olarak belirlendi.
4.1.2. ELISA Calhismasi

Kolorektal kanser grubunda bulunan 22 hastanin yarisi kadin, diger yaris1 erkek ve yas
ortalamasi 65,8 + 15,1 (22-88) olarak bulundu. Benign kolon hastaliklar1 olanlarin 16/35’i
(% 45,7) kadin, 19/35°1 (% 54,3) erkek ve ortalama yas 57,9 + 14,8 (30-86) olarak
bulundu. Kontrol grubunda olan saglikli kigilerin 12/21°si (% 57,1) kadin, 9/21°1 (%42,9)
erkek ve ortalama yas 55,3 = 17,9 (20-84) olarak saptandi.

4.2. KPZR Calismasi Sonuglari

Kolonoskopi yapilan hastanin lezyon yerinden ve yakinindaki normal mukoza
dokusundan alinan biyopsi 6rneginde F.nucleatum sayisi KPZR ile belirlendi. Bazi
hastalara ait kanser ve normal mukoza dokusu orneklerinin kPZR analizi ile elde edilen
amplifikasyon egrileri 4. Cizim’de gosterildi. Veriler, logaritma 10 tabanina gevrildikten

sonra istatistiksel olarak karsilagtirildi.

Kanser dokusu biyopsi 6rneklerinin 13/15’inde (%86,6) ve normal mukoza dokusu
biyopsi 6rneklerinin 10/15’inde (%66,6) F.nucleatum pozitif saptandi. Kanser dokusundan
alinan biyopsi 6rneklerindeki ortalama F.nucletum sayisi (2,8550 + 2,1283 log10 kopya/50
ng DNA), normal mukoza dokusundan alinan biyopsi drneklerindeki ortalama sayisina
gore (1,6283 + 1,4662 log10 kopya/50 ng DNA) istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulundu (p<0,05). Kanser ve normal mukoza dokusu biyopsi drneklerine ait bakteri

kopya sayilar1 3. Cizelge’de gosterildi.
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Benign kolon hastaligi lezyon dokusu biyopsi 6rneklerinin 19/26’sinda (%73) ve normal

mukoza dokusu biyopsi drneklerinin 15/26’sinda (%58) F.nucleatum pozitif saptandi.
Benign kolon hastaligi lezyon dokusu (1,3316 & 1,0494 log10 kopya/50 ng DNA) ile

normal mukoza dokusu biyopsi 6rneklerindeki ortalama F.nucleatum sayisi (1,0862 +

1,0856 log10 kopya/50 ng DNA) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi

(p>0,05). Lezyon ve normal mukoza dokusu biyopsi 6rneklerine ait bakteri kopya sayilari

4. Cizelge’de gosterildi.

3. Cizelge. KRK grubunun kanser ve normal mukoza dokularindaki F.nucleatum kopya

sayilari (Bakteri say1s1/50 ng DNA).

Hasta Kanser Dokusu Saghkh Doku
No Say1 Say (log10") Say1 Say (log10")
1. 2660177 6,4249 5400 3,7325
2. 89 1,9542 107 2,0334
3. 2372838 6,3753 0 0,0000
4. 372389 5,5710 17612 4,2458
5. 25329 4,4036 17 1,2553
6. 0 0,0000 0 0,0000
7. 552 2,7427 18 1,2788
8. 555 2,7451 628 2,7987
9. 2 0,4771 0 0,0000
10. 286 2,4579 28 1,4624
11. 4449 3,6484 360 2,5575
12. 11 1,0792 0 0,0000
13. 0 0,0000 0 0,0000
14. 40 1,6128 54 1,7404
15. 2152 3,3330 2088 3,3199

*: log10(kopya sayisi+1) seklinde diizeltme yapildi.
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4. Cizelge. Benign kolon hastaliklart grubunun lezyon ve normal mukoza dokularindaki

F.nucleatum kopya sayilari (Bakteri say1si/50 ng DNA).

Hasta Lezyon Dokusu Saghikh Doku
No Say1 Say (log10) Say1 Say (log10)
16. 117 2,0719 483 2,6848
17. 9 1,0000 0 0,0000
18. 7 0,9031 0 0,0000
19. 11 1,0792 57 1,7634
20. 24 1,3979 4 0,6990
21. 29 1,4771 0 0,0000
22. 99 2,0000 29 1,4771
23. 0 0,0000 0 0,0000
24. 9 1,0000 74 1,8751
25. 124 2,0969 231 2,3655
26. 975 2,9894 2126 3,3278
27. 67 1,8325 0 0,0000
28. 0 0,0000 0 0,0000
29. 0 0,0000 39 1,6021
30. 32 1,5185 0 0,0000
31. 0 0,0000 0 0,0000
32. 0 0,0000 0 0,0000
33. 0 0,0000 58 1,7709
34. 0 0,0000 6 0,8451
35. 7 0,9031 102 2,0128
36. 96 1,9868 16 1,2304
37. 1278 3,1069 73 1,8692
38. 26 1,4314 0 0,0000
39. 688 2,8382 84 1,9294
40. 49 1,6990 0 0,0000
41. 1948 3,2898 615 2,7896

*: log10(kopya sayisi+1) seklinde diizeltme yapildi.
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4. Cizim. KPZR sonrasi elde edilen bazi KRK hastalarinin kanser ve normal mukoza dokularindaki F.nucleatum’a ait amplifikasyon egrileri.
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4.3. ELISA Cahismasi Sonuclari

Her bir hasta serumunda ELISA IgA ve IgG testleri ii¢ defa ¢alisildi. Her bir 6l¢iim
sonucundan elde edilen optik dansite (OD) degerinin ortalamasi ve standart sapma (SS)
degeri hesaplandi. F.nucleatum’a karsi hastada meydana gelen antikor seviyesinin
kolorektal kanseri gostermede kullanilabilecek bir 6zelliginin olup olmadigi gruplarin
istatistiksel olarak karsilastirilmasiyla ortaya ¢ikartildi. Bu sonuglara gore sinir deger

belirlemek i¢in ROC egrisi analizi yapildi.
43.1. IgA antikorlan

Kolorektal kanser hastalarinin serumlarindaki ELISA IgA sonuglari, 5. Cizelge’de
gosterildi. Sagliklilara ait serumlardaki ELISA IgA sonuglari, 7. Cizelge’de gosterildi.
KRK hastalarna ait serumlarda, F.nucleatum’a karsi olusan ortalama IgA OD degeri
(0,636 + 0,376), saglikl kisilere ait serumlardaki ortalama IgA OD degerinden (0,411 +
0,268) istatistiksel olarak anlamli derecede fazla bulundu (p<0,05).

Benign kolon hastaliklart olanlarin serumundaki ELISA IgA sonuglari, 6. Cizelge’de
gosterildi. Benign kolon hastaliklart olan kisilere ait serumlarda, F.nucleatum’a karsi
olusan ortalama IgA OD degeri (0,516 + 0,238), saglikli kisilere ait serumlardaki ortalama
IgA OD degeri (0,411 + 0,268) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi
(p>0,05).

Kolorektal kanser hastalara ait serumlarda, F.nucleatum’a kars: olusan ortalama IgA OD
degeri (0,636 + 0,376), benign kolon hastaliklar1 olanlara ait serumlardaki ortalama IgA
OD degeri (0,516 + 0,238) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05).
Gruplara gore ELISA IgA testiyle elde edilen OD degerlerinin ortalamalart 5. Cizim’de
gosterildi.
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5. Cizelge. KRK grubunun ELISA IgA &l¢iim sonuglarina gére OD degerleri ve ii¢

Ol¢limiin ortalamasi.

Hasta ) ) ) Standart
No 1.0lglim 2. Ol¢iim 3. Ol¢iim Ortalama Sapma
1. 0,348 0,263 0,177 0,263 0,086
2. 0,409 0,307 0,177 0,298 0,116
3. 1,507 0,731 0,722 0,987 0,451
4, 1,713 0,821 1,111 1,215 0,455
5. 0,979 0,546 0,386 0,637 0,307
6. 1,108 0,497 0,302 0,636 0,421
7. 1,685 0,807 0,998 1,163 0,462
8. 0,539 0,329 0,215 0,361 0,164
9. 0,936 0,498 0,449 0,628 0,268
10. 1,738 0,853 1,12 1,237 0,454
11. 0,522 0,319 0,224 0,355 0,152
12. 0,361 0,241 0,169 0,257 0,097
13. 0,541 0,263 0,256 0,353 0,163
14. 0,644 0,334 0,243 0,407 0,210
15. 0,472 0,227 0,163 0,287 0,163
16. 1,498 0,769 0,663 0,977 0,455
17. 0,356 0,497 0,363 0,405 0,079
18. 0,334 0,166 0,12 0,207 0,113
19. 1,774 0,85 1,161 1,262 0,470
20. 1,484 0,754 0,837 1,025 0,400
21. 0,413 0,206 0,144 0,254 0,141
22. 1,166 0,601 0,581 0,783 0,332
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6. Cizelge. Benign kolon hastaliklar1 grubunun ELISA IgA 6l¢iim sonuglarina gére OD

degerleri ve ii¢ 6l¢ilimiin ortalamasi.

Hasta . ) ) Standart
No 1.0lglim 2. Ol¢tim 3. Ol¢iim Ortalama Sapma
23. 0,856 0,392 0,224 0,491 0,327
24, 0,359 0,152 0,111 0,207 0,133
25. 0,452 0,323 0,346 0,374 0,069
26. 0,661 0,42 0,366 0,482 0,157
217. 0,215 0,134 0,199 0,183 0,043
28. 0,804 0,384 0,827 0,672 0,249
29. 1,473 0,768 0,206 0,816 0,635
30. 0,517 0,301 0,157 0,325 0,181
31. 1,704 0,262 0,427 0,798 0,789
32. 0,9 0,465 0,49 0,618 0,244
33. 1,074 0,46 0,456 0,663 0,356
34. 1,229 0,622 0,784 0,878 0,314
35. 1,164 0,535 0,449 0,716 0,390
36. 1,443 0,738 0,775 0,985 0,397
37. 0,247 0,132 0,123 0,167 0,069
38. 1,185 0,548 0,403 0,712 0,416
39. 1,217 0,625 0,657 0,833 0,333
40. 1 0,474 0,333 0,602 0,352
41. 0,245 0,139 0,091 0,158 0,079
42. 0,932 0,507 0,492 0,644 0,250
43. 1,054 0,529 0,466 0,683 0,323
44, 0,65 0,664 0,375 0,563 0,163
45. 0,586 0,34 0,317 0,414 0,149
46. 0,251 0,146 0,103 0,167 0,076
47. 0,649 0,355 0,296 0,433 0,189
48. 0,762 0,358 0,363 0,494 0,232
49. 1,029 0,665 0,475 0,723 0,282
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6. Cizelge. Benign kolon hastaliklari grubunun ELISA IgA 6l¢iim sonuglarina gore OD

degerleri ve li¢ 6l¢limiin ortalamasi (Devam).

Hasta ) ) ) Standart
No 1.0lglim 2. Olgtim 3.0l¢iim Ortalama Sapma
50. 0,471 0,256 0,199 0,309 0,143
51. 1,002 0,584 0,386 0,657 0,314
52. 0,22 0,143 0,107 0,157 0,058
53. 0,612 0,355 0,351 0,439 0,150
54, 0,978 0,564 0,461 0,668 0,274
55. 0,318 0,21 0,183 0,237 0,071
56. 0,227 0,144 0,146 0,172 0,047
57. 0,956 0,435 0,533 0,641 0,277
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7. Cizelge. Saglikli kontrol grubunun ELISA IgA 6l¢iim sonuglaria gore OD degerleri ve

li¢ 6l¢limiin ortalamasi.

Hasta ) ) ) Standart
No 1.0lglim 2. Olgtim 3.0l¢iim Ortalama Sapma
58. 1,196 0,584 0,623 0,801 0,343
59. 0,493 0,299 0,196 0,329 0,151
60. 0,258 0,143 0,137 0,179 0,068
61. 0,366 0,241 0,243 0,283 0,072
62. 0,299 0,148 0,105 0,184 0,102
63. 0,903 0,624 0,525 0,684 0,196
64. 0,893 0,525 0,607 0,675 0,193
65. 0,123 0,093 0,084 0,100 0,020
66. 0,276 0,184 0,142 0,201 0,069
67. 0,859 0,511 0,392 0,587 0,243
68. 0,309 0,19 0,148 0,216 0,084
69. 1,321 0,723 0,76 0,935 0,335
70. 0,241 0,16 0,115 0,172 0,064
71. 0,787 0,551 0,425 0,588 0,184
72. 0,264 0,144 0,16 0,189 0,065
73. 0,698 0,509 0,032 0,413 0,343
74. 0,192 0,112 0,016 0,107 0,088
75. 0,923 0,543 0,731 0,732 0,190
76. 1,037 0,573 0,739 0,783 0,235
77. 0,297 0,18 0,234 0,237 0,059
78. 0,266 0,186 0,258 0,237 0,044

36




5. Cizim. Gruplara gore ELISA IgA testiyle elde edilen OD degerlerinin ortalamalari.
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0,400
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Benign Kolon Hastalidi Saglikl

Gruplar

43.2. IgG Antikorlan

Kolorektal kanser hastalarinin serumlarindaki ELISA IgG sonuglari, 8. Cizelge’de,
gosterildi. Sagliklilara ait serumlardaki ELISA IgG sonuglari, 10. Cizelge’de gosterildi.
KRK hastalarina ait serumlarda, F.nucleatum’a karsi olusan IgG antikor OD degeri (0,121
+0,127), saglikli kisilere ait serumlardaki IgG OD degerinden (0,070 + 0,042) istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,05).

Benign kolon hastalig1 olanlara ait serumlardaki ELISA IgG sonuglari, 9. Cizelge’de
gosterildi. Benign bagirsak hastaliklar1 olan kisilere ait serumlarda, F.nucleatum’a karsi
olusan IgG antikor OD degeri (0,077 + 0,049), saglikli kisilere ait serumlardaki IgG OD
degeri (0,070 £ 0,042) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05).

Kolorektal kanser hastalara ait serumlarda, F.nucleatum’a karsi olusan IgG antikor OD
degeri (0,121 + 0,127), benign bagirsak hastaliklari olan kisilere ait serumlardaki IgG OD
degeri (0,077 £ 0,049) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (p>0,05).
Gruplara gore ELISA IgG testiyle elde edilen OD degerlerinin ortalamalar1 6. Cizim’de

gosterildi.
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8. Cizelge. KRK grubunun ELISA IgG 6l¢iim sonuglarina gére OD degerleri ve ii¢

Ol¢limiin ortalamasi.

Hasta ) . B} Standart
No 1.0lglim 2. Olgtim 3.0l¢iim Ortalama Sapma
1. 0,057 0,04 0,029 0,042 0,014
2. 0,058 0,14 0,035 0,078 0,055
3. 0,095 0,045 0,042 0,061 0,030
4, 0,66 0,247 0,08 0,329 0,299
5. 0,139 0,058 0,033 0,077 0,055
6. 0,094 0,062 0,092 0,083 0,018
7. 0,15 0,125 0,086 0,120 0,032
8. 0,093 0,068 0,065 0,075 0,015
9. 0,123 0,123 0,123 0,123 0,000
10. 0,705 0,6 0,47 0,592 0,118
11. 0,06 0,043 0,041 0,048 0,010
12. 0,062 0,055 0,045 0,054 0,009
13. 0,112 0,05 0,051 0,071 0,036
14. 0,083 0,051 0,039 0,058 0,023
15. 0,08 0,052 0,032 0,055 0,024
16. 0,279 0,193 0,078 0,183 0,101
17. 0,159 0,139 0,13 0,143 0,015
18. 0,043 0,039 0,026 0,036 0,009
19. 0,281 0,241 0,204 0,242 0,039
20. 0,082 0,068 0,053 0,068 0,015
21. 0,057 0,065 0,025 0,049 0,021
22. 0,091 0,063 0,073 0,076 0,014
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9. Cizelge. Benign kolon hastaliklar1 grubunun ELISA IgG 6l¢iim sonuglarina gore OD

degerleri ve ii¢ 6l¢ilimiin ortalamasi.

Hasta . ) ) Standart
No 1.0lglim 2. Ol¢tim 3.0l¢iim Ortalama Sapma
23. 0,074 0,07 0,61 0,251 0,311
24, 0,029 0,065 0,02 0,038 0,024
25. 0,035 0,06 0,024 0,040 0,018
26. 0,048 0,088 0,031 0,056 0,029
217. 0,072 0,246 0,042 0,120 0,110
28. 0,046 0,061 0,064 0,057 0,010
29. 0,056 0,057 0,057 0,057 0,001
30. 0,066 0,051 0,065 0,061 0,008
31. 0,069 0,048 0,053 0,057 0,011
32. 0,084 0,082 0,029 0,065 0,031
33. 0,079 0,063 0,042 0,061 0,019
34. 0,053 0,044 0,039 0,045 0,007
35. 0,161 0,151 0,044 0,119 0,065
36. 0,154 0,114 0,089 0,119 0,033
37. 0,036 0,033 0,03 0,033 0,003
38. 0,078 0,287 0,24 0,202 0,110
39. 0,135 0,125 0,094 0,118 0,021
40. 0,172 0,218 0,067 0,152 0,077
41. 0,03 0,065 0,02 0,038 0,024
42. 0,079 0,092 0,056 0,076 0,018
43. 0,078 0,108 0,071 0,086 0,020
44, 0,053 0,044 0,025 0,041 0,014
45, 0,029 0,074 0,025 0,043 0,027
46. 0,028 0,042 0,018 0,029 0,012
47. 0,033 0,037 0,038 0,036 0,003
48. 0,081 0,071 0,04 0,064 0,021
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9. Cizelge. Benign kolon hastaliklar1 grubunun ELISA IgG 6l¢iim sonuglarina gore OD

degerleri ve li¢ 6l¢limiin ortalamasi (Devam).

Hasta ) ) ) Standart

No 1.0lglim 2. Olgtim 3.0l¢iim Ortalama Sapma
49. 0,045 0,034 0,026 0,035 0,010
50. 0,087 0,142 0,128 0,119 0,029
51. 0,062 0,077 0,056 0,065 0,011
52. 0,058 0,063 0,069 0,063 0,006
53. 0,056 0,037 0,032 0,042 0,013
54, 0,049 0,055 0,061 0,055 0,006
55. 0,025 0,185 0,036 0,082 0,089
56. 0,112 0,096 0,029 0,079 0,044
57. 0,044 0,147 0,118 0,103 0,053
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10. Cizelge. Saglikli kontrol grubunun ELISA IgG 6l¢iim sonuglarina gére OD degerleri ve

li¢ 6l¢limiin ortalamasi.

Hasta ) ) ) Standart
No 1.0lglim 2. Ol¢tim 3.0l¢iim Ortalama Sapma
58. 0,063 0,052 0,061 0,059 0,006
59. 0,074 0,045 0,055 0,058 0,015
60. 0,049 0,053 0,03 0,044 0,012
61. 0,048 0,044 0,03 0,041 0,009
62. 0,022 0,127 0,017 0,055 0,062
63. 0,033 0,066 0,041 0,047 0,017
64. 0,045 0,148 0,136 0,110 0,056
65. 0,039 0,028 0,024 0,030 0,008
66. 0,044 0,031 0,033 0,036 0,007
67. 0,068 0,122 0,432 0,207 0,196
68. 0,027 0,066 0,038 0,044 0,020
69. 0,05 0,14 0,182 0,124 0,067
70. 0,069 0,23 0,047 0,115 0,100
71. 0,151 0,12 0,059 0,110 0,047
72. 0,068 0,058 0,04 0,055 0,014
73. 0,065 0,055 0,044 0,055 0,011
74. 0,057 0,08 0,051 0,063 0,015
75. 0,027 0,07 0,041 0,046 0,022
76. 0,029 0,073 0,084 0,062 0,029
77. 0,061 0,058 0,044 0,054 0,009
78. 0,029 0,095 0,028 0,051 0,038
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6. Cizim. Gruplara gore ELISA 1gG testiyle elde edilen OD degerlerinin ortalamalari.
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4.4. 19A ve IgG antikorlar: arasindaki iliski

IgA (OD:0,522 + 0,299) ve IgG (OD:0,086 + 0,080) antikorlar1 arasindaki iliskiyi
gostermek i¢in Pearson korelasyon testi yapildi. IgA ile IgG arasinda pozitif bir korelasyon
tespit edildi (R=0,524, p<0,05). Bu analize gore IgA ve IgG artis1 birbirlerini takip
etmektedir.

45. ROC Egrisi Analizi

Kolorektal kanserin taramasinda ve teshisinde F. nucleatum’a kars1 olusan antikorlarin

degeri ROC egrisi analizi ile arastirildi.

I
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45.1. ELISA IgA simr degerin belirlenmesi

IgA antikorlar analiz edildiginde, egri altinda kalan alan + standart hata (0,712 + 0,080)
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). ELISA IgA testinin ROC egrisi 7. Cizim’de
gosterildi. Analiz ile elde edilen degerler 11. Cizelge’de gosterildi. Testin 6zgilligi %48
olarak tercih edildiginde, duyarlilig1 %96 olarak hesaplandi. Bu durumda, OD degeri
0,246 nin ilizerinde olan hastalarin KRK olabilecegi goriildii. Pratik uygulamada, ELISA
testi ile hastaya ait OD degerinin, sinir deger OD olarak belirlenen 0,246’ya bdliinmesi

sonucunda degerin 1’den biiyiik olmas1 ayn1 sonucu gosterdi.

7. Cizim. ELISA IgA testinin ROC egrisi.
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11. Cizelge. ELISA IgA testinin ROC egrisi analizi ile elde edilen degerler.

Siir Deger Duyarlilik 1-Ozgiilliik
-0,90000 1,000 1,000
0,10333 1,000 0,952
0,13933 1,000 0,905
0,17567 1,000 0,857
0,18167 1,000 0,810
0,18667 1,000 0,762
0,19500 1,000 0,714
0,20367 1,000 0,667
0,21117 0,955 0,667
0,22617 0,955 0,619
0,23683 0,955 0,571
0,24567 0,955 0,524
0,25567 0,909 0,524
0,25983 0,864 0,524
0,27300 0,818 0,524
0,28533 0,818 0,476
0,29250 0,773 0,476
0,31350 0,727 0,476
0,34133 0,727 0,429
0,35417 0,682 0,429
0,35800 0,636 0,429
0,38317 0,591 0,429
0,40617 0,545 0,429
0,41000 0,500 0,429
0,50017 0,500 0,381
0,58750 0,500 0,333
0,60767 0,500 0,286
0,63167 0,455 0,286
0,63633 0,409 0,286
0,65600 0,364 0,286
0,67950 0,364 0,238
0,70817 0,364 0,190
0,75750 0,364 0,143
0,78283 0,318 0,143
0,79200 0,318 0,095
0,86783 0,318 0,048
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11. Cizelge. ELISA IgA testinin ROC egrisi analizi ile elde edilen degerler (Devam).

Sinir Deger Duyarlilik 1-Ozgiilliik
0,95567 0,318 0,000
0,98167 0,273 0,000
1,00583 0,227 0,000
1,09417 0,182 0,000
1,18917 0,136 0,000
1,22600 0,091 0,000
1,24933 0,045 0,000
2,26167 0,000 0,000
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45.2. ELISA IgG smir degerin belirlenmesi

IgG antikorlar1 analiz edildiginde, egri altinda kalan alan + standart hata (0,683 + 0,082)
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,05). ELISA IgG testinin ROC egrisi 8. Cizim’de
gosterildi. Analiz ile elde edilen degerler 12. Cizelge’de gosterildi. Testin 6zgilliigl, %48
olarak tercih edildiginde duyarlilig1 %77 olarak hesaplanmaktadir. Bu durumda, OD degeri
0,055’in lizerinde olan hastalarin KRK olabilecegi goriilmektedir. Pratik uygulamada
ELISA testi ile hastaya ait OD degerinin, sinir deger OD olarak belirlenen 0,055’ye

boliinmesi sonucunda degerin 1°den biiyiik olmas1 ayni sonucu gostermektedir.

8. Cizim. ELISA 1gG testinin ROC egrisi.
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12. Cizelge. ELISA 1gG testinin ROC egrisi analizi ile elde edilen degerler.

Siir Deger Duyarlilik 1-Ozgiilliik
0,00000 1,000 1,000
0,03317 1,000 0,952
0,03833 0,955 0,905
0,04133 0,955 0,857
0,04283 0,909 0,857
0,04383 0,909 0,810
0,04500 0,909 0,762
0,04633 0,909 0,714
0,04733 0,909 0,667
0,04850 0,864 0,667
0,04983 0,818 0,667
0,05233 0,818 0,619
0,05417 0,773 0,619
0,05450 0,773 0,571
0,05467 0,773 0,524
0,05500 0,727 0,524
0,05533 0,727 0,476
0,05650 0,727 0,429
0,05783 0,682 0,429
0,05833 0,682 0,381
0,05967 0,682 0,333
0,06133 0,636 0,333
0,06233 0,636 0,286
0,06517 0,636 0,238
0,06933 0,591 0,238
0,07317 0,545 0,238
0,07550 0,500 0,238
0,07617 0,455 0,238
0,07717 0,409 0,238
0,08017 0,364 0,238
0,09617 0,318 0,238
0,10983 0,318 0,190
0,11267 0,318 0,143
0,11783 0,318 0,095
0,12167 0,273 0,095
0,12350 0,227 0,095
0,13333 0,227 0,048
0,16300 0,182 0,048
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12. Cizelge. ELISA 1gG testinin ROC egrisi analizi ile elde edilen degerler (Devam).

Sinir Deger Duyarlilik 1-Ozgiilliik
0,19533 0,136 0,048
0,22467 0,136 0,000
0,28550 0,091 0,000
0,46033 0,045 0,000
1,00000 0,000 0,000
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5. TARTISMA

Kolorektal kanser, nemli bir halk sagligi sorunudur. Tiim diinyada kanserler arasinda
sik goriilmekte ve siklig1, yillar igerisinde artmaya devam etmektedir. Kolorektal kanser ve
mikrobiyota arasindaki iligki, son zamanlarda 6nem kazanmis arastirma konularindan
biridir. Bagirsakta bulunan mikroorganizmalar birbirleriyle denge igerisinde
bulunduklarinda insan viicudu igin birgok agidan fayda saglamaktadir. Ancak, bu
mikroorganizmalarin arasindaki denge bozuldugunda, kolonda bulunan bazi bakteriler
kanserlesmeye neden olmaktadir. Bu bakterilerden en 6nemlisi F.nucleatum’dur ve
mikrobiyotadaki bakteriler arasindaki dengenin bozuldugu durumlarda sayisi artmaktadir. '
Sayisi artan F.nucleatum birgok mekanizma ile KRK’nin baglamasina ve ilerlemesine
neden olabilmektedir.”® Yapilan bir ¢alismada F.nucleatum’a kars1 olusan antikorlari
saptayan bir ELISA testi ile KRK ’nin erken tespit edilebilecegi bildirilmistir.** Kanser

taramasinda ELISA testi kullanilmasi, halk saglig1 a¢isindan 6nemli fayda saglayacaktir.

Son yillarda yapilan bir¢ok ¢alisma ile kolonun normal mukozasinda bulunan
F.nucleatum 'un, KRK dokusunda oranmnimn arttig1 gosterilmistir.** Mikrobiyota ve KRK
arasindaki iligki, iki farkli arastirmaci grubu tarafindan 2012 yilinda aragtirilmistir. Kostic
ve ark.*! dizileme analizi ile tim6r dokusunda normal dokuya gore mikrobiyal
kompozisyonunun degistigini saptamiglardir. Bacteriodetes ve Firmicutes filumuna ait
bakterilerin azalirken, Fusobacterium cinsine ait tiirlerin degisen mikrobiyota ortaminda
sayisini arttirarak varligini devam ettirdigi gosterilmistir. Ayni ¢alismada yapilan kPZR ve
floresan in situ hibridizasyon metotlar1 ile de timdr dokusunda Fusobacterium cinsine ait
tiirlerin artig1 saptanmugtir. Castellarin ve ark.®’nin 99 hasta 6rnegi ile yaptiklar ¢alismada,
KRK dokular1 ve normal kolon mukozasi dokular1 dizileme analizi ve KPZR ile analiz
edilmistir. Calismada, F.nucleatum miktarinin, normal dokuya oranla kanser dokusunda

415 kat artmis oldugu goriilmiistiir.

F.nucleatum, gastrointestinal sistem ve agiz mikrobiyotasinin bir elemanidir.
Mikrobiyota; yasanilan cografya, ek hastaliklar, beslenme aligkanliklart gibi endojen ve
ekzojen birgok faktorden etkilenmektedir.'” Bu nedenle, KRK dokusundaki mikrobiyota
degisimlerini gostermek amaciyla yapilan mikrobiyota analizleri, farkli cografi bolgelerde
ve farkli calisma gruplari tizerinde yapilmaktadir. Asya kitasinda, Japonya ve Cin’den

KRK ile F.nucleatum iligkisinin arastirildig1 ¢alismalar raporlanmistir. Cin’de, evre 3 ve 4
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KRK tanisi olan 280 hastadan elde edilen orneklerde F.nucleatum miktari, insan dokusuna
ait B-aktin proteinine oranlanarak hesaplanmistir. Calismada, tiimér dokularinda ayni
hastalara ait normal mukoza dokularina oranla énemli derecede yiiksek miktarda
F.nucleatum saptanmlstlr.86 Japonya’dan raporlanan ¢alismada, hastalarin tiimor ve normal
dokularindaki median F.nucleatum kopya sayisi sirasiyla 1,9 kopya sayisi/ng ve 0,4 kopya
sayisi/ng seklinde bulunmustur. Hastalar evrelere gore gruplandirildiginda, evre 4
tiimorlere ait bakteri kopya sayisi, normal goriiniimlii mukozadan anlamli olarak yiiksek
bulunmustur.®” Avrupa’da bulunan ii iilkede, farkli hasta popiilasyonlari ile ii¢ ayr1 kohort
calismasi yapilmistir. Almanya’da yapilan kohort ¢alismasinda, F.nucleatum miktarinin
normal dokuya gore 43 kat, Cek Cumhuriyeti’ndeki kohortta 66 kat ve Irlanda’da
yapilanda 9 kat arttig1 gosterilmistir. Calismalar ortak olarak analiz edildiginde artis 45 kat
olarak hesaplanmistir. Bu ii¢ kohort ¢alismasi birbirleriyle karsilagtirildiginda ise anlaml
fark elde edilmemistir.?® ABD’de iilke genelinde yapilan kohort ¢alismalari; Nurses’
Health Study ve Professionals Follow-up study ¢alismalarindan elde edilen 598 kanser
dokusu ve 558 normal mukoza dokusu analiz edilmis, kanser dokularinin 76’sinda (%13)
ve normal dokularin 19’unda (%3,4) F.nucleatum pozitif saptanmistir. F.nucleatum’un,
kanser dokusunda, normal dokuya gore artmis oldugu gosterilmistir. Ayni ¢alismada,
F.nucleatum saptanan vakalarda CD3" T lenfosit yogunlugunun diisiik oldugu
bulunmustur.*° Brezilya’da, Proenca ve ark.”®nin 43 KRK hastast ile yaptig1 ¢alismada, 33
(%76,7) adet kanser dokusunda ve 31 (%72,1) adet normal dokuda F.nucleatum pozitif
bulunmustur ve F.nucleatum, miktarinin kanser dokusunda anlamli derecede fazla oldugu
saptanmuistir. Farkli tilkelerden yapilan ¢alismalarda, genel olarak KRK dokusunda
F.nucleatum miktarinin normal dokuya gore arttigi sonucu elde edilmistir. Ancak, Nielsen
ve ark.®’nin Danimarka’da yaptiklar bir alismada, 99 KRK hastasina ait tiimor dokusu,
normal doku ile karsilagtirildiginda anlamli bir farklilik elde edilmemistir. Calismamiz,
tilkemizde KRK ile F.nucleatum’un iliskisinin arastirildig1 az sayida ¢alismadan biridir.
Elde ettigimiz sonuglara gore tiimor dokularindaki ve normal dokulardaki ortalama
F.nucleatum kopya sayilari, 2,8550 vel,6283 log10 kopya/50ng seklinde bulundu.
Calismamizda, literatiirdeki ¢alismalar ile benzer nitelikte tiimor dokusunda normal
dokuya gore F.nucleatum miktarinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde artmis oldugu
saptand1. Kanser ve normal mukoza dokularindaki F.nucleatum, miktarinin karsilastirildigi

caligmalarin sonuglarindaki farkliliklar, kullanilan tam genom dizileme, floresan in situ
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hibridizasyon, ger¢ek zamanli PZR gibi yontemlerin degiskenliginden kaynaklanabilecegi

diisiiniilmektedir.”

Analiz i¢in secilen 6rneklerin 6zelligi, ¢alismalarda saptanan F.nucleatum prevelansini
etkileyebilmektedir. Mikroorganizmalarin tespitinde ve kantitasyonunda parafinize doku
kullanmak calismayi kisitlayabilmektedir. Dokuyu sabitleme, parafine gomme, depolama
gibi rutin histopatoloji prosediirleri KPZR analizini etkileyebilmektedir. Formalinle
sabitlenmis dokularda, histon benzeri proteinlerin DNAya ¢apraz baglandigi ve genomik
DNA’nin zamanla bozuldugu saptanmistir. Ancak parafinize doku, retrospektif
calismalarda daha kolay ulasilabilir tek 6rnek tipi oldugu icin tercih edilebilmektedir.*
ABD’de yapilan bir ¢aligmada 1102 adet parafinize tiimor doku 6rneginin %13 iinde
F.nucleatum pozitifligi saptanirken, Japonya’da 100 adet taze dondurulmus tiimor dokusu
ile yapilan ¢alismada, pozitiflik oram1 %75 olarak bulunmustur.?”** Bizim ¢alismaya
aldigimiz KRK hastalarina ait taze dondurulmus tiimor dokusu ve normal mukoza doku
ornekleri incelendiginde; kanser dokularinin %86,6’sinda, normal dokularin %66,6’sinda

F.nucleatum pozitif saptandi.

Kolorektal kanser ve F.nucleatum arasindaki iliski, doku 6rnekleri disinda farkli
ornekler kullanilarak da arastirilmistir. Kolorektal kanserli hastalardan alinan disk1
orneklerinde, saglikli kontrollere kiyasla F.nucleatum miktari diizeyi yiiksek
bulunmustur.®? Bu durum kanserli dokulardan F.nucleatum’un daha fazla sagilmasindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Diger bir olasilik ise; KRK hastalarinda saglikli
kontrollere oranla agizdan kolona kadar daha fazla F.nucleatum tasmmasidir.”? Komiya ve
ark.”® KRK hastalarinin kanser dokularinda ve oral kavitelerinde olan F.nucleatum’un aym
izolat oldugu gostermislerdir. Giiven ve ark.'? 71 KRK’li 69 hastanin tiikiiriik Srneginde ve
kanser olmayan 77 kisinin 74 {iniin tiikiiriik 6rneginde F.nucleatum pozitif saptamiglardir.
Calismada, KRK hastalarinda (6,89 log10 kopya/ml), saglikli kontrollere (6,35 log10
kopya/ml) gére anlamli derecede yiiksek oldugu bulunmustur. Russo ve ark.” ise bdyle bir

fark gozlemlememislerdir.

Yiiksek F.nucleatum miktari, sagkalimin azalmasi ve kotii prognoz ile
iligskilendirilmistir. Wei ve ark.® yaptiklari ¢alismada, KRK’li 180 hastanin tiimor dokulart
16S rRNA dizileme analizi ile arastirilmistir. Hastalar, sagkalim olan, sagkalim olmayan,

rekiirrens ve bilinmeyen seklinde 4 gruba ayrilmistir. F.nucleatum miktarinin rekiirrens
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grubunda sagkalim olan gruba goére 6nemli derecede arttig1 saptanmistir. Ayrica; miktarin
yiiksek olmasi invazyon derinligi ve lenf nodu metastazi ile iligkili bulunmustur. Li ve
ark.*®’nin yaptiklar1 ¢alismada, yiiksek miktarda F.nucleatum tasiyanlarda lenf nodu
metastazi daha fazla goriilmiistiir. Mima ve ark’nin™ calismasinda, ¢ikan kolona yerlesmis
timorlerde F.nucleatum daha fazla bulunmustur Ayrica; giincel bir ¢aligmada yiiksek
F.nucleatum miktari, ileri evre, kotii diferansiye timor dokusu, MSI pozitifligi, BRAF

mutasyonu, MLH1 ve 2’nin ekspresyonunun kaybi ile iliskilendirilmistir.*°

Kolorektal kanserli hastalara ait timor dokusu ve diski 6rneklerinde zengin F.nucleatum
saptanan ilk ¢aligmalarda, bu bakterinin kanserin nedeni mi sonucu mu oldugu
netlestirilmemistir. Fakat bu ¢alismalar, kanser etiyolojisinde F.nucleatum’un arastirildigi
calismalara onciiliik etmistir.”* F.nucleatum’un, FadA adezini sayesinde kanser
hiicrelerinin ¢ogalmasimi arttirdigi, inflamasyonu tetikledigi, onkogenleri aktive ettigi ve
bu sekilde kanserlesmede rol aldig1 gosterilmistir.”* FadA adezini, kanser dokularinda
prekanserdz lezyonlara gore, prekanser6z lezyonlarda da normal dokulara gore daha
yiiksek oranda saptanmustir.® Ito ve ark.®’ Japonya’da parafinize prekanserdz lezyon
dokulari ile yaptiklar caligmada, KRK’nin ortaya ¢ikmasi ve gelismesi sirasinda
prekanser6z lezyon asamasinda F.nucleatum’un pozitiflik oranmnin yiiksek oldugunu
gostermislerdir. Prekanserdz lezyonlar: histopatolojisine gore gruplandirdiklarinda, gruplar
arasinda anlamh bir fark bulunmanustir. Amitay ve ark.’> Almanya’da yaptiklari bir
calismada, KRK’li hastalara ait digk1 6rneklerinde F.nucleatum miktarinin arttigini, ancak
yeni adenom ve ileri dereceli adenomu olanlar ile kontrol grubu arasinda bakteri
miktarinda farklilik olmadigini bildirmiglerdir. Bu sonuca gére, F.nucleatum’un kanser
nedeni olmadigini, kanserlesme sonucu tiimor mikrogevresinde meydana gelen
degisikliklere bagli olarak sayisinin arttigini savunmuslardir. Taze dondurulmus doku
ornekleri ile yaptigimiz bu ¢alismada, 26 hastanin benign kolon lezyonundaki ve normal
mukoza dokusundaki F.nucleatum oranlar sirasiyla 1,3316 ve 1,0862 log10 kopya/50ng
olarak bulundu. Benign kolon lezyonlarindaki pozitiflik oran1 %73 iken, normal
mukozalarindaki pozitiflik oran1 %58 olarak saptandi. Benign lezyonlardaki F.nucleatum

miktar1 ile normal mukozalardaki bakteri miktar: arasinda anlamli bir fark bulunmada.

Kolorektal kanserin taramasinda, invaziv ve invaziv olmayan testler

kullanilabilmektedir. Kolorektal kanserin erken tanisi ve etkili tedavi sayesinde sagkalim
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onemli diizeyde artarken, vakalarin sadece %40°’1 erken tani alabilmektedir. ABD’de,
gaitada gizli kan taramasi, kolonoskopi gibi tarama testleri sayesinde 1975’ten 2010’a
kadar KRK’ye bagli 6liim oranlar y1llik %2,8 azalmistir. ABD’deki yetiskinlerin %30°u
yasina ve risk faktorlerine uygun bir tarama testi yaptirmamaktadir. Tarama testi
yaptiranlarin, %50-60 kadar1 invaziv olmayan tarama yontemlerini tercih etmektedir. Bu
Invaziv tarama testlerine hastalarin uyum goéstermemesi, kolonoskopinin maliyetinin
yiiksek olmasi, hazirlik ve uygulama asamasindaki zorluklardan kaynaklanmaktadir.
Bireylerin kolonoskopi ile degerlendirilmesinden 6nce; diisiik maliyetli, uygulamasi kolay,
invaziv olmayan tarama testlerine ihtiyag vardir.”” F.nucleatum prevelansi, farkl iilkelerde
farklilik gostermis olsa da, F.nucleatum'un genellikle KRK hastalarinin dokularinda ve
diskilarinda bulundugu ve saglikli kontrollere gore daha fazla oldugu sonucuna varilmustir.
Bu nedenle, ‘F.nucleatum, KRK nin erken tespitinde potansiyel bir belirteg olabilir.’
diisiincesi giindeme gelmistir. Liang ve ark.®® diskidaki F.nucleatum miktar: 6lgiilerek,
%77,7 duyarlilik ve %79,5 6zgiilliik ile kanserin erken saptanabilecegini sdylemislerdir.
Wong ve ark.**nin yaptiklar1 ¢alismada, KRK ve yiiksek dereceli adenomun tespitinde
disk1 6rneklerindeki F.nucleatum miktar1 kullanildiginda, duyarliliklar sirayla %73,1 ve %

15,5 olarak bulunmustur.

F.nucleatum’un, KRK erken tanisinda kullanilabilme yollarindan biri F.nucleatum’a
kars1 olusan antikorlarin varligini saptamak olabilir. Enfeksiyonlara bagli olusan
kanserlerin teshisinde etkene yonelik antikor yanit1 kanser tanisinda yaygin olarak
kullanilmaktadir. Inaktive edilmis F.nucleatum bakteri ekstraktinin enjekte edildigi
farelerde, diger oral bakterilerden daha fazla ve spesifik hiimoral antikor yanitin meydana
geldigi gérﬁlmﬁstiir.gg F.nucleatum’un viriilans fakt6rlerinden biri olan FomA proteini,
TLR-2 agonistidir ve immiin adjuvan aktivitesine sahiptir. FomA, farelerde in vivo olarak
TLR-2 vasitastyla spesifik antikor sekresyonunu arttirmaktadir.’® F.nucleatum biitiin
hiicresine kars1 olusan antikorlarin, F.nucleatum’un etken oldugu oral enfeksiyonlari teshis
edebildigi gosterilmistir. Bu enfeksiyonlarin 6nlenmesi ve basarili tedavisi ile antikor
miktar1 6nemli Ol¢ilide azalmlstlr.11 Antikor miktarin1 analiz etmek i¢in yapilan ELISA’da,
bakterinin bir proteini veya biitiin hali kullanilabilir. Helicobacter pylori’ye karsi olusan
antikorlar1 saptamak amaciyla yapilan, H.pylori biitiin hiicresi veya viriilans faktorii olan
CagA proteininin kullanildigi ELISA sonuglari arasinda farklilik olusturmamustir.™ Wang

ve ark.™ Cin’de yaptiklari ¢calismada, antijen olarak F.nucleatum’un tam hiicresinin
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kullanildig1 ELISA testi ile F.nucleatum’a kars1 olusan antikorlar: degerlendirmislerdir.
Caligmanin sonucuna gore; KRK lilerde, benign kolon hastalig1 olanlarda ve saglikli
kontrol grubunda IgA ve IgG antikorlarinin ortalama OD degerleri sirayla 0,390, 0,268,
0,246 ve 0,362, 0,270, 0,262 seklinde saptanmistir. KRK hastalarinin serumlarinda, saglikli
kontrollere kiyasla F.nucleatum’a kars1 yiiksek miktarda poliklonal antikor miktar1
saptanmustir ve F.nucleatum’un enfeksiyonunun KRK’li hastalarda gii¢lii hiimoral yaniti
indiiklendigi gosterilmistir. Benign kolon hastalik grubu ile saglikli kontrol grubu sonuglar1
arasinda anlamli bir iligki saptanmamustir. Antikor miktari, yas, cinsiyet, timor boyutu,
invazyon derinligi, metastaz ve klinik evre gibi parametrelerle degismemistir. Calismada
ayrica, digkisinda F.nucleatum pozitif saptanan 6 kanser hastasindan ve 1 saglikli kisiden
alinan serum ornekleri ile yapilan Western blot analizinde F.nucleatum’a kars1 olusan
antikorlarin spesifik oldugu bulunmustur. B.fragilis, E.coli, E.faecalis ve E.cloacae ile
karsilagtirilan pozitif serumlarda hi¢ bant goriilmemistir. IgA ve IgG antikorlar1 pozitif
korelasyon gostermistir. Ancak, ne CEA ne de CA19-9, IgA veya IgG ile iliskili
bulunmustur. IgA ve IgG antikorlarinin KRK tanisinda yerini gosterebilmek i¢in ROC
egrisi analizi yapilmistir. IgA nin duyarliliginin, Cal9-9’dan yiiksek, CEA’dan diisiik
oldugu goriilmiistir. IgA, Cal9-9 ve CEA kombine edildiginde daha iyi duyarlilik ve
Ozgiillik degerlerine ulasilmistir. Calismamizda, F.nucleatum’un biitiin hiicresinin
kullanildigi ELISA deneyi ile IgA ve IgG antikorlari arastirildi. Her iki antikor tipi i¢in de
ayni yontem kullanildi. Kolorektal kanser hastalarindaki, benign hastalik grubundaki ve
saglikli kontrollerdeki ortalama IgA ve IgG seviyeleri sirasiyla 0,636, 0,516, 0,411 ve
0,121, 0,077, 0,070 seklinde saptandi. Kolorektal kanser hastalarina ait serumlardaki IgA
ve IgG ortalama antikor miktarlari, sagliklilarin ortalama antikor miktarlarindan anlaml
derecede yiiksek saptandi. Benign kontrol grubu ile saglikli kontrol grubu arasinda ise
anlamli fark goériilmedi. Calismamizda elde ettigimiz veriler ile Cin’de yapilan ¢aligmanin
sonuglari karsilastirildiginda, IgA’ya ait ortalama OD degerleri ti¢ hasta grubu igin de daha
yiiksek iken, IgG’ye ait olanlar daha diistiktiir. Sonuglar benzer olmasina ragmen, OD
degerlerde olusan bu farklilik, ELISA testinin teknigindeki farkliliklardan

kaynaklanabilecegi diisiiniilmiistir.

Kolorektal kanser tanis1 olmayan fakat, kansere yatkinligi olan kisilerde F.nucleatum’a
kars1 olusan antikor miktarinin arastirilmasi amaciyla Avrupa’da ¢ok merkezli giincel bir

calisma yapilmstir.'®* Bu calismada, beslenme ve kanser kohortuna ait kolorektal kanseri
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olan 485 kisinin tan1 dncesi ve 485 saglikli kontrole ait serum &rneklerinde F.nucletum’a
ait 11 adet antijene kars1 antikor yaniti multipleks serolojik test ile degerlendirilmistir.
Saglikli kontrol grubundakilerin proteinlere kars1 seroprevelanst %3 ile %10 arasinda
degistigi ve en az iki proteine kars1 antikor pozitifliginin %21, en az ii¢ proteine karsi
antikor pozitifliginin %9 oraninda goriildiigii bildirilmistir. Kolorektal kanser tanisi
alanlarda olusan antikorlar %2 ile %11 arasinda, en az iki proteine kars1 antikor pozitifligi
%17 en az li¢ proteine kars1 antikor pozitifligi %9 oraninda saptanmistir. Sonug olarak her

iki grup arasinda anlamli fark olmadigi goriilmiistiir.

Kanserle iliski mikroorganizmalardan mukozal enfeksiyon alanina girenler, spesifik IgA
salinmasina neden olmaktadirlar. Epstein barr Viriis’e karsi olusan IgA antikorunun
nazofaringeal karsinomada ve Humanpapilloma Viriis’e karsi olusan IgA antikorunun
servikal kanserde belirgin diizeyde arttigi saptanmistir.'%>1% Wang ve ark.'* yaptiklar
ELISA ¢aligmasi ile IgA nin performansini IgG’ye gore daha yiiksek bulmuslardir. Bizim
caligmamizin bulgularina gore de F.nucleatum’a karsi olusan IgA antikoru, KRK tanisi

i¢cin daha yiiksek tani degeri tasimaktadir.

Zaman ve biitgemizin sinirli olmasi, ¢calismamizi kisitlayan faktorlerdir. Uzmanlik tezi
calismasi olmasi nedeniyle, ¢calismanin kisa silirede tamamlamasi i¢in 6rnek toplama
stirecini kisa tuttuk ve az sayida hasta ile calismamizi gergeklestirdik. Kolorektal kanser
dokusunda mikroorganizmalarin degisiklikleri gdsterebilmek i¢in yeni nesil dizileme gibi
daha gelismis yontemler yerine uygun maliyetli PZR yontemi ile sadece F.nucleatum’un

analizini yaptik.
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6.

SONUC ve ONERILER

. Kolorektal kanser hastalarinin kanser dokusunda normal dokuya gore daha fazla

Fusobacterium nucleatum bulunmustur. Bu ¢alisma, bildigimiz kadariyla
tilkemizde F.nucleatum’un KRK dokusundaki miktarinin arastirildigr ilk
caligmadir. Elde ettigimiz veriler, bakteri miktarinin farkli cografi bolgelerde, farkli
hasta gruplariyla arastirilmasi yaklagsimina katki saglamaktadir. Hem tilkemizde
hem de diinyanin ¢esitli yerlerinde bu ¢alismanin daha fazla hasta popiilasyonu ile

calisilmasi Onerilir.

Calismamizda, benign kolon hastalig1 olanlarin lezyonlarindaki ve normal
dokularindaki F.nucleatum sayisi arasinda fark olmadig saptanmistir. Ayni
cografyada yasayan benzer beslenme aliskanligina sahip hastalarda, kanser
dokusunda F.nucleatum miktar1 artarken benign lezyonlarda artis olmamasi,
F.nucleatum’un KRK’nin patogenezindeki rolii hakkindaki arastirmalar igin
yardimc1 bir veri olabilir. Diger taraftan, benign lezyonu olanlarin kolonoskopiyle
kanser agisindan takibi yapilirken F.nucleatum sayisinin da es zamanli olarak
belirlenmesi kanserin erken teshisine katkida bulunabilir. Ornegin; F.nucleatum
sayisinda belirgin bir artig belirlenmis ise histopatolojik inceleme sonucu heniiz
kanseri gostermiyor olmasina ragmen lezyonun kanser dnciisii oldugu

distiniilebilir.

Teknolojideki gelismeler sayesinde, kolonoskopi sirasinda alinan biyopsi
orneklerinden bakteri sayisinin saptanmasi zaman kaybetmeden es zamanh
yapilabilir. Lezyona ait histopatolojik incelemelerin yani sira mikrobiyolojik agidan

bakteri sayisinin da belirlenmesi prognozun 6ngoriilmesinde yardimci olacaktir.

F.nucleaum’un, kolorektal kanserin baslangicindaki ve ilerlemesindeki roliiniin
kanitlanmas1 durumunda, kanseri 6nleyici yaklasimlarda ve tedavi algoritmalarinda
F.nucleatum’un sayisini azaltacak probiyotiklerin kullanimi gibi segenekler

arastirilabilir.

Kolorektal kanser hastalarinda, F.nucleatum’a karsi olusan IgA ve IgG

antikorlarinin miktar1 sagliklilara oranla artarken, benign kolorektal hastalig
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olanlarda sagliklilara oranla degisiklik olmamistir. F.nucleatum’un, dokudaki
miktarinin analizinin sonucu ile serumda olusturdugu antikorlarin analizinin sonucu
paralellik gostermektedir. Yeni yapilacak ¢alismalar ile benign kolon hastaligi
olanlarin takip edilerek antikor seviyelerinde artis olup olmadiginin
degerlendirilmesi ile antikor belirleyen testlerin, KRK taramasi amaciyla
kullanilmasinin yolu ag¢ilacaktir. Bu sayede, hastalardaki antikor artisina bagl

olarak kanserlesmenin belirlenebilecegi bir serolojik test gelistirilebilecektir.

F.nucleatum’a kars1 olusan IgA ve IgG antikorlarinin ROC egrisi analizi ile
degerlendirilmesiyle IgA i¢in sinir deger 0,246 alindiginda %96 duyarlilik ve %48
ozgulliik ve IgG igin sinir deger 0,055 olarak belirlendiginde %77 duyarlilik ve
%48 6zgiilliik ile KRK tanisinda kullanilabilecegi goriilmiistiir. I[gA antikorunun
tan1 degeri IgG’ye gore daha yiiksek saptanmistir. ELISA gibi her laboratuvarda
bulunabilen, uygulamasi basit, kolay 6rnek saglanabilen ve uygun maliyetli bir test
gelistirilmesi ile KRK’in teshisi kolaylasabilir. F.nucleatum’a karsi olusan
antikorlar, tek basina veya KRK’nin tanisinda kullanilan diger testlerle kombine
edilerek daha farkli iilkelerde yasayan insanlar1 da kapsayacak sekilde genis hasta
gruplariyla arastirilmalidir. Bu sayede cografik ve etnik farkliliklarin, testin sinir

degerini belirlenmesine yardimci olacaktir.
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7. OZET

Fusobacterium nucleatum’a karsi olusan antikorlarin kolorektal kanserin serolojik

tanmisinda degerinin arastirilmasi
Giris ve amag

Fusobacterium nucleatum, intestinal mikrobiyotanin degerli bir liyesi olan anaerobik
gram negatif bir bakteridir. F.nucleatum, mikrobiyota bakterileri i¢erisinde denge halinde
az sayida bulunmaktadir ve en 6nemlisi kolorektal kanserin (KRK) baslangicinda ve
gelisiminde rol oynamaktadir. Bu calismada, KRK veya benign kolon hastalig1 olanlarda
bagirsak lezyon ve normal mukoza dokularindaki F.nucleatum miktar1 karsilastirildi. Ayni
zamanda, KRK tanisinda F.nucleatum’a karsi olusan antikorlarin kullanilabilirliginin

arastirilmasi amaglanmistir.
Gerec ve yontem

Calismamiz, Mayis 2018 ve Agustos 2019 tarihleri arasinda Kocaeli Universitesi
Arastirma ve Uygulama Hastanesi’ne bagvuran KRK hastalari, benign kolon hastaligi
olanlar ve kolonoskopi ile kolorektal patolojisi saptanmayan kisiler ile yapildi. Hastalardan
alman doku ve serum &rnekleri ¢alismaya kadar -80°C’de saklandi. Hastalarin lezyon
dokular1 ve normal mukoza dokularindaki F.nucleatum miktari kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu (kPZR) (Qiagen,Almanya) yontemi kullanilarak belirlendi. F.nucleatum’a kars1
olusan IgA ve IgG antikorlar1 ELISA ile saptandi. ELISA plaklarin1 kaplamak amactyla
F.nucleatum ATCC 25586 susu kullanildi. Her test {i¢ defa tekrar edildikten sonra elde
edilen OD degerlerinin ortalamasi alindi. Antikorlarin tan1 degeri, ROC egrisi analizi ile

degerlendirildi.
Bulgular

F.nucleatum miktarinin analizi igin, 15 KRK hastasi, 26 benign kolon hastaligi olan
hasta ¢aligsmaya alindi. Antikor analizi, KRK tanis1 olan 22 hastaya, benign kolon hastalig1
olan 35 hastaya ve saglikli 21 kisiye ait serum 6rnekleri ile yapildi. Kolorektal kanser ve
normal mukoza dokularinda F.nucleatum pozitifligi sirasiyla %86,6, %66,6 oranlarinda
saptand1 ve kanser dokusunda normal dokuya oranla miktar1 fazla bulundu (p<0,05). Begin

kolon lezyonlarinda ve normal mukoza dokularinda sirasiyla %73, %58 oranlarinda
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pozitiflik bulundu ve 6rneklerdeki miktarlar arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0,05).
Kolorektal kanserlilerdeki IgA ve IgG antikorlar1 sagliklilardakine oranla anlamli derecede
artmistir ve antikorlar pozitif korelasyon gosterdi (p<0,05, R=0,524). ROC egrisi analizi ile
IgA ve IgG antikorunun egri altinda kalan alanlar sirasiyla 0,712, 0,683 seklinde saptandi.
IgA i¢in siur deger 0,246 olarak belirlendiginde duyarlilik %96, 6zgiillikk %48, IgG i¢in
siir deger 0,055 olarak belirlendiginde duyarlilik %77, 6zgiillik %48 olmaktadir.

Sonug¢

F.nucleatum’un KRK etiyolojisinde var olabilecegi kanisina varilirken, benign kolon
lezyonlarda buna benzer bir kan1 gelismemistir. ileride yapilacak olan ¢alismalar ile
F.nucleatum’un sayisindaki artigin kanserlesme {izerine etkisi netlestirilmis olacaktir. Buna
paralel olarak kanserli hastalarda antikor miktarinin saptandigi serolojik testler ile KRK
teshisinin konmas1 miimkiin olabilir. Bunun i¢in gelecekte daha fazla ¢aligma yapilmasi

Onerilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Fusobacterium nucleatum, ELISA, kPZR, Kolorektal Kanser,

Kanser etiyolojisi
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8. ABSTRACT

Utility of anti-Fusobacterium nucleatum antibody detection to the serological
diagnosis of colorectal cancer

Introduction and purpose

Fusobacterium nucleatum is an anaerobic gram negative bacterium which is a valuable
microbiota member of human intestine. F.nucleatum is generally in small number and
having a balance within the microbiota bacteria and most importantly it is playing a role in
the onset and development of colorectal cancer (CRC). In this study, the number of
F.nucleatum in intestine lesion tissue and normal mucosal tissue were compared in patients
with CRC or benign colon disease. Also, it’s was aimed to investigate the utility of anti-

F.nucleatum antibodies in the diagnosis of CRC.
Materials and methods

Our study was performed with patients with CRC, patients with benign colon disease
and people with no colorectal pathology by colonoscopy between May 2018 and August
2019 at Kocaeli University Research and Education Hospital. Tissue and serum samples
were stored at -80°C until the study. The amount of F.nucleatum in the lesion tissues and
normal mucosal tissues of the patients was determined by quantitative polymerase chain
reaction (QPCR) (Qiagen, Germany) method. IgA and IgG antibodies against F.nucleatum
were detected by Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method. F.nucleatum
ATCC 25586 strain was used to coat ELISA plates. After each test was repeated three
times, the OD values obtained were averaged. The diagnostic value of the antibodies was

evaluated by ROC curve analysis.
Results

For analysis of the amount of F.nucleatum, 15 patients with CRC and 26 patients with
benign colon disease were included in the study. Antibody analysis was performed with
serum samples of 22 patients with CRC, 35 patients with benign colon disease and 21
healthy controls. F.nucleatum positivity was found 86.6% and 66.6% of CRC and normal
mucosal tissues, respectively, and it was found to be higher in cancer tissue compared to

normal tissue (p <0.05). Begin colon lesions and normal mucosal tissues were positive in
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73% and 58%, respectively, and there was no significant difference between the amounts
of F.nucleatum in the samples (p> 0.05). IgA and IgG antibodies in patients with CRC
were significantly increased compared to those in healthy participants and showed positive
correlation (p <0.05, R = 0.524). ROC curve analysis revealed that the areas under the
curve of IgA and IgG antibody were 0.712, 0.683, respectively. When the cut-off value for
IgA was determined as 0.246, the sensitivity was 96%, specificity was 48%; when the the
cut-off value for 1gG was determined as 0.055, the sensitivity was 77%, and the specificity

was 48%.
Conclusion

While it was concluded that F.nucleatum may be present in the etiology of CRC, no
similar conclusion has developed in benign colon lesions. Further studies will clarify the
effect of the increase in the number of F.nucleatum on cancer formation. In parallel, it may
be possible to establish the diagnosis of CRC by serological tests that determine the
amount of antibody in cancer patients. For this, further studies are recommended in the

future.

Keywords: Fusobacterium nucleatum, ELISA, gPCR, Colorectal cancer, Cancer

etiology
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