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OZET:

Enterotoksijenik Bacteroides fragilis (ETBF) ishale neden olmaktadir. Son
calismalar, ETBF ile inflamatuvar barsak hastaliklar1 ve kolon kanseri arasinda bir
iliskinin olabilecegini diislindiirmektedir. Bakterinin toksik etkisi, salgiladigi,
frajilizin ad1 verilen ¢inkoya bagimli bir metalloenzimin, E-kaderin’i (zonula aderens
proteini) parcalamasina baglanmistir. Frajilizin  barsak epitel hiicrelerinde
farklilasmaya, ardindan hiicre ¢ekirdegi sinyal proteinlerinde uyarilmaya, proto-
onkojen c-Myc’ nin transkripsiyon ve translasyonunda artisa ve epitel hiicre
proliferasyonuna neden olmaktadwr. ETBF, bft-1, bft-2 ve bft-3 genleriyle kodlanan
ii¢ farkli enterotoksin izoformu tiretebilmektedir.

Baz1 arastirmalar, yiiksek miktarda kalsiyum almanin kolon kanser riskini
azaltabilecegini One siirtilmektedir. Mekanizmasi tam agiklanmis olmamakla beraber,
E-kaderin ekspresyonunu arttirarak, hiicresel sinyal aktivasyonunu baskilayarak
kalsiyumun etkili olabilecegi gosterilmistir.

Bu calismada, ¢inkoya bagimli metalloenzim bulunduran ETBF’nin {iremesi
lizerine herhangi bir etki yapip yapmadig1 arastirilmustir. ikisi bf#-1 ikisi de bft-2 geni
tastyan toplam dort ETBF kokeni calisilmistir. Kalsiyum kloriir (CaCly) ve ¢inko
kloriir (ZnCly) tuzlarinin ETBF iiremesine etkisi kantitatif kiiltiir ile arastirilmistir.
Bunun icin, normal ve yiliksek doz kalsiyum alinmasi halinde barsak kalsiyum
konsantrasyonlarmi1 temsil eden, farkli tuz konsantrasyonlariyla hazirlanmig
besiyerlerinde gerek bakterilerin lireme profilleri gerekse doza yanit durumlari
incelenmistir. Veriler SPSS versiyon 11.0 yazilimi ile degerlendirilmistir. Kalsiyum
kloriir tuzlar1 tiim bakteri kokenlerinin liremesi lizerinde inhibitdr etki gostermistir;
ozellikle ytiksek diizeyde CaCl,, bft2 + geni tasiyan kokenlerin koloni sayisinda
belirgin sekilde azalma gdstermistir (p=0.008). Istatistiksel anlamli bir fark
olmamakla beraber ZnCl,’ nin, tuz bulunmayan kontrol besiyerindeki kiiltiirlere gore
daha fazla sayida koloniye neden olmustur.

Bulgularimiz, kalsiyumun ETBF kokenleri iizerine antimikrobial etkisinin
olabilecegini gostermektedir, ancak kalsiyumun enterotoksik etkide bir degisiklik

yapip yapmadigmin arastirilmasi gerekmektedir.

Anahtar Sozciikler: Enterotoksijenik Bacteroides fragilis, frajilizin, E-kaderin,

metalloenzim, iyonize kalsiyum



SUMMARY: Investigation of the effect of different calcium concentration
on the growth of enterotoxigenic Bacteroides fragilis strains

Enterotoxigenic Bacteroides fragilis (ETBF) has been implicated in diarrhoeal
illness. Recent data suggest that ETBF may be associated with inflammatory bowel
disease and colonic cancer. Toxigenicity of bacterium is attributed to expression of a
zinc-depended metalloenzyme referred to as fragilysin, which cleaves the E-cadherin
(zonula adherens protein). Fragilysin causes alteration of intestinal epithelial cells,
and then stimulates nuclear signaling proteins, induces transcription, translation of
proto-oncogene c-Myc and epithelial cell proliferation. ETBF can produce three
isoforms of the enterotoxin which encoded by bf#-1, bft-2 and bft-3 genes.

Some research suggests that a high calcium intake may decrease the risk of
colon cancer. Although, the underlying mechanism is unclear, it has been suggested
that calctum can be effective by increasing the expression of E-cadherin and
suppressing the activation of nuclear signaling.

In this study we investigated whether the calcium to be effective on growth of
ETBF which produces a zinc-dependent metalloenzyme. A total of four ETBF strains
(two bft-1+, two bft2+ strains) were tested. Individual effects of calcium (CaCl,), and
zinc (ZnCly) chloride salts on growth of ETBF strains were carried out with
quantitative cultivation. In order to assess potential activities of different salt
concentrations on growth parameters and dose-response profiles of strains, media
with different salt concentrations which represent the normal and high dose calcium
intake levels as in intestines, were evaluated. The data was analyzed by using SPSS
version 11.0 software. Calcium salts exerted a significant inhibitory effect on the
growth of all bacterial strains; particularly high level CaCl, resulted in significant
decrease in number of bacterial colonies of bft-2+ strains (p=0.008). Although there
were no statistically differences but slightly high number of colonies were grown on
culture media with ZnCl, when compared with medium without salt.

Our results indicate the presence of antimicrobial effect of calcium on ETBF
strains, however, any presence of a link to the changing of enterotoxin effect remains

to be established.

Key Words: Enterotoxigenic Bacteroides fragilis, fragilysin, E-cadherin,

metalloenzyme, ionized calcium



GIRIS ve AMAC

Normal barsak florasinda bulunan Bacteroides fragilis kokenlerinin bazilari
frajilizin ad1 verilen bir enterotoksin salgilamaktadir. Bu enterotoksin, barsak epitel
hiicrelerinde birtakim morfolojik degisikliklere yol a¢makta, oOzellikle kiiciik
cocuklarda ishale neden olmaktadir (1,2). Son yillarda enterotoksijenik B. fragilis
(ETBF) kokenlerinin, bazi kronik inflamatuvar barsak hastaliklariyla iligkisi
gosterilmistir (3,4).

Bir metalloenzim olan frajilizin aktif bolgesinde iki degerlikli ¢inko atomu
(Zn"") tasimaktadir. Frajilizin etkisini, barsak epitel hiicreleri arasinda yer alan, siki
baglanmayr saglayan Zonula Adherens’in ekstraseliller parcast E-kaderin’i
parcalayarak  gostermektedir. E-kaderin’in  yikilmasiyla hiicre i¢i sinyal
mekanizmalar1 devreye girmekte, c¢ekirdekte c-Myc gibi birtakim onkojen
proteinlerin ekspresyonu artmaktadir. Frajilizin’in kolon kanseri olusumunda rolii
olabilecegi yoniinde varsayimlar bulunmaktadir (3,4). Nitekim hastanemiz ve GATA
Genel Cerrahi Anabilim Dallariyla yapilan ortak ¢alismada, kolon kanserli hastalarin
disk1 6rneklerinde ETBF pozitifligi normal kontrol grubuna gére anlamli derecede

yiiksek bulunmustur (5).

Mekanizmas1 tam olarak anlagilamamakla beraber diyetle diizenli alman ytiksek
doz kalsiyumun, kolon kanseri olusumunu 6nledigi ve kalsiyum sabunlar1 olarak
bilinen ¢oziinmeyen kompleksler olusturarak gastrointestinal sistemde safra asitleri
ve yag asitlerini bagladigi yapilan ¢alismalarla tespit edilmistir (6). Yapilan diger
molekiiler ¢alismalarda ise kalsiyumun E-kaderin ekspresyonunu arttirarak, [-

katenin/TCF aktivasyonunu baskilayarak etkisini gosterdigi anlagilmistir (7).

Bu bilgiler 1s1ginda iki degerlikli pozitif yiike sahip (Ca++) kalsiyumun, aktif
bolgesinde iki degerlikli Zn" atomu tasiyan ve bir metalloenzim olan frajilizin

ireten ETBF kokenlerinin tiremelerinde etkili olabilecegi 6ne siiriilebilir.

Bu varsayimdan yola ¢ikarak calismamizda, besiyerlerine farkli oranda kalsiyum

eklenmesi halinde ETBF kdkenlerinin tiremelerinde bir farkliligin olup olmayacagi



arastirilmistir. Ayrica bu g¢alisma, kalsiyumun ETBF kokenlerinde toksin iiretimine
veya olusan toksinin fonksiyonuna herhangi bir etkisinin olup olmayacagina yonelik

yeni arastirmalara yol gdsterecek bir 6n ¢calisma olarak planlanmustir.



2.GENEL BIiLGILER

Barsak florasinin 6nemli bir kismini olusturan Bacteroides’ler, karin bolgesine
gerceklesen travma veya cerrahi girisimler, anaerop bakterilere etkisiz antimikrobik
tedavi uygulamalari, malign hastaliklarin varlig1 ve bagisik yanitin baskilanmasi gibi
durumlarda oliimciil enfeksiyonlara yol agabilirler. Cogunlukla diger bakterilerle
birlikte batin i¢i apseleri, diyafram alt1 ve cerrahi yara yeri miks enfeksiyonlar1

seklinde bulunurlar, bakteremiye neden olabilirler (8,9).

2.1.Bacteroides Tiirlerinin Mikrobiyolojik Ozellikleri

Bacteroides tiirleri, zorunlu anaerop, penisilin ve safraya direncli sporsuz, gram
negatif basil veya kokobasillerdir. Bipolar boyanmis ya da pleomorfik goriinlimde
olabilirler. Eni 0,5-0,8 um, boyu 1,5-9 um arasinda degismektedir. Bu bakteriler,
anaerop ortamda 37° C’de 24-48 saatlik inkiibasyonun ardindan koyun kanli
besiyerinde 1-3 mm capinda yuvarlak, diizglin smirli, konveks, gri-beyaz renkli,
hemoliz yapmayan koloniler olustururlar (Resiml). Bacteroides cinsi bakteriler,
diger anaerop gram negatif basillerden, safra (%20) varliginda iireyebilme ve
kanamisin, vankomisin ve kolistin disklerine diren¢li olma ozellikleriyle ayirt

edilirler (9,10).

Gram negatif anaerop basil ilk kez, Veillon ve Zuber tarafindan 1898 yilinda
Bacillus fragilis olarak tanimlanmistir. Ancak, 1919 yilinda Castellani ve Chalmers
bu bakterinin, Bacteroides olarak tanimladiklar1 cins i¢cinde yer almasini uygun
gormiislerdir (11). O zamandan giinlimiize kadar siniflamada pek ¢ok degisiklik
yapilmis, Ozellikle molekiiler genetik c¢alismalarin sonuglarma goére yeni tlirler
belirlenmis, Bacteroides fragilis grubu iginde yer alan bazi tiirler baska cinslerin
icine tasmmistir (12,13). Yeni smiflamaya gore, Bactereoides cinsi igerisinde B.
caccae, B. eggerthii, B. finegoldii, B. fragilis, B. nordii B. ovatus, B. stercoris, B.
thetaiotamicron, B. uniformis ve B. vulgatus tiirleri yer almaktadir. Bacteroides
tiirleri i¢inde etken patojen olarak en sik B. fragilis izole edilmekte bunu B.

thetaiotamicron izlemektedir (10).



Resim 1: Hemin, K1 vitamini ve %5 koyun kani ile zenginlestirilmis besiyerlerinde

Bacteroides fragilis kolonilerinin goriintimii

2.2.Bacteroides fragilis’ in Viriilans Ozellikleri

Diger Bacteroides tiirlerine gore barsak florasinda 10 ile 100 misli daha az
bulunmakla birlikte, B. fragilis kokenlerinin anaerop enfeksiyonlarda siklikla izole
edilmesi, bu tiirlin daha patojen olmasina baglanmistir. B. fragilis’in diger
Bacteroides tiirlerinde bulunmayan ya da kantitatif farkliliklar gosterdigi bilinen
birtakim viriilans faktorlerine sahip oldugu tespit edilmistir (Tablol) (14).
Enfeksiyonun baslangic1 genellikle konak faktoriine bagli olmakla beraber,
infeksiyonun siirecini bakterinin virulans Ozellikleri etkiledigi 6ne siiriilmektedir.
Ornegin, kan kiiltiirleri gibi invaziv 6rneklerden izole edilen B. fragilis kokenlerinde

daha yiiksek oranda enterotoksin varligi tespit edilmistir (15).



Tablo 1: Bacteroides fragilis kokenlerinin viriilans 6zellikleri

1- Kolonizasyonu saglayan, bakterinin dis yapisinda yer alan olusumlar
a. Kapsiil polisakkaridi
b. Lipopolisakkarit yapisi
c. Dais zar proteinleri

d. Piluslar

4- Salgilanan enzimler ve toksinler

2.2.1. Bakterinin Dis Yapisinda Yer Alan Kolonizasyonu Saglayan
Olusumlar

2.2.1.a: Kapsiil Polisakkaridi

Bacteroides  fragilis’in, kapsiill yapist nedeniyle barsak mukozasina
baglanabildigi, barsagin peristaltik hareketlerinden ve digski olusumu siirecinden
etkilenmedigi one siirlilmektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar da bu hipotezi
dogrulayan sonuglar elde edilmis, kolon lavaji ve biyopsi Orneklerinin kantitatif
kiiltiirlerinde, diskida %4, biyopsi Orneklerinde ise %44 oraninda Bacteroides

fragilis tespit edilmistir (16).

Kapsiil polisakkaridi, iki farkli alt birimden olusmaktadir. Bu alt birimlerin her
biri pozitif yliklii amino ve negatif yiiklii karboksil veya fosfat gruplar1 bulunduran
tekrarlayan dizilerden olusmaktadir. iki birim arasmdaki iyon yiikii, apse olusumunu
baslatmada 6nemli rol oynayan, siki sekilde baglanan yiliksek molekiil agirlikls

kompleksler meydana gelmektedir (17).



Sekil 1: B. fragilis 'in kapsiil polisakkaritinin A ve B birimleri (17)

Kapsiil yapis1 diger bakterilerin gogunda T-hiicreden bagimsiz yani antikora bagimli
immun cevabi stimiile ederken, Bacteroides fragilis’ in kapsiili T hiicre bagimh
immiin cevabi stimiile etmektedir (18). Bacteroides fragilis 'in polisakkarit kapsiiliine
karst konak immun sistemi, apse olusumu seklinde bir patolojik cevap
olusturmaktadir (19). Apse, fibroz bir zar ile ¢evrilen 6li polimorf niiveli 16kositler,
hiicresel atiklar ve bakterilerden meydana gelir. Apse, fistiil olusumuna giden
komplikasyonlara yol acabilir, bakteremi veya metastazla sonlanan yaygin

enfeksiyonlara ve 6liime neden olabilir (14,16).



2.2.1.b: Lipopolisakkarit Yapisi

Lipopolisakkarit, bakteri hiicre duvarmin en dis tabakasinda yer almakta ve
hiicre duvarmin biiyiik bir kismini olusturmaktadir. Bacteroides kokenlerinde
lipopolisakkarit yapismnin enterik bakterilerinkine gore daha zayif etkiye sahip
olduklar: tespit edilmistir. Bu farklilik, lipopolisakkaritlerin endotoksin etkisinden
sorumlu lipit A yapisinda 3-hidroksimiristik asidin, indirgenmis amino sekerlerin ve
fosfat gruplarinin bulunmamasina baglanmistir. Bu durum B. fragilis’in diisiik

endotoksin aktivitesini gostermektedir (20,21).

2.2.1.c: D1s Zar Proteinleri

Bacteroides fragilis kokenlerinin kendilerine 0zgii dis zar proteinlerinin
bulundugu anlasilmistir (22). Sayilar1 7 ile 10’u bulan ana proteinlerin kompozisyon
ve miktar1 {ireme kosullarma gore farklilk gostermektedir. Ozellikle demir
elementinin, bakterinin iiremesinde ve proteinin yapilmasinda onemli oldugu
goriilmiistiir. Calismalar enfeksiyon siirecinde bu elementin kullanilmasinda, konak
ile bakteri arasinda biiyiik bir rekabetin oldugunu gostermistir. Ayrica demir
bulunmayan ortamda fretilen B. fragilis kokenlerinde, ii¢ protein yapiminin
baskilandigi, bunlardan IROMP’un antikor yapimimni indiiklemede 6nemli isleve

sahip oldugu bildirilmistir (23).

2.2.1.d: Piluslar

Ozellikle kapsiilsiiz B. fragilis suslarinda pilus yapisinin epitel hiicrelerine daha

kolay tutunmay1 sagladig: bilinmektedir (15).

2.2.2; invazyonun gerceklesmesi

Bacteroides bakterilerin ¢ogu temelde invaziv 6zellige sahip degillerdir. Saglam
epitel ve mukozadan i¢ kisimlara niifuz etmezler. Travma, hipoksi, doku hasar1 ve

neoplazma gibi zedelenmeye yol acan durumlar bakterilerin invazyonunu



kolaylastirir. Ayrica Bacteroides kokenlerinin salgiladiklari enzimler de invazyonda

onemli rol oynar (14,15).

2.2.3: Enfeksiyon Alaninda Cogalma ve Konagin Savunma Sisteminden Kagma

Periton bosluguna gecen flora elemanlarinin temizlenmesi i¢in konakta bir takim
bolgesel olaylar baglatilir. Buna ragmen B. fragilis grubu bakterilerinin olusturdugu
inflamatuvar yanita bagli olarak sizan plazma, bakteri etrafinda bir fibrin agi
olusturmaktadir. Bu fibrin ag1 ¢ok sayida bakteri icin bir sigmak gorevi gormekte
boylece konagm fagositik hiicrelerinden bakteriyi koruyarak, c¢ogalmasini
saglamaktadirlar. Diger yandan fibrinin fagositik hiicrelerin go¢iinii azalttigi, ayrica
bakterileri sararak opsonize olmasini Onledigi dolayisiyla bakterileri nétrofillerin
etkisinden korudugu saptanmstir (24).

Bacteroides fragilis’in polisakkarit yapidaki kapsiilide antifagositik etkiye
sahiptir ve kapsiil kalinliginin opsonizasyonu ve dolayisiyla notrofiller tarafindan
fagositozu etkiledigi tespit edilmistir (25).

Yine Bacteroides Kkiiltiir siipernatanlarindan elde edilen, yaklasik 3,5 kD
agirhigindaki 1siya dayanikli bir proteinin heniiz bilinmeyen bir nedenle nétrofil
gociinii 6nledigi saptanmistir (26).

Bakteri kiiltiir filtratlarindan aciga c¢ikan siiksinik, asetik, propionik ve fenil
asetik asit gibi kisa zincirli yag asitlerinin ndétrofil fonksiyonunu bozdugu
gozlenmistir. Plazma zar engelini asarak notrofil sitoplazmasina giren yag asitlerinin,
hiicre i¢i pH’sm1 diistirdiigii, enzimlerin calistigr optimum kosullar1 degistirdigi
gosterilmistir (27).

Yapilan calismalarda Bacteroides kokenlerinin fakiiltatif anaerop bakterilerle
birlikte apse olusturma o6zellikleri, her bir bakterinin yalniz bagina apse yapma
ozelliginden daha yiiksek bulunmustur. Miks enfeksiyonlarda yer alan
Bacteroides’lerin E. coli gibi belirli fakiiltatif anaerob bakterilerin iiremesini
arttirdig1 saptanmistir. Anaerop bakteriler fagositlerin aktivitesini bozarak aerop
bakterilerin fagositozdan korunmalarin1 saglarken, fakiiltatif mikroorganizmalar ise
oksidasyon-rediiksiyon potansiyelini azaltarak anaerop organizmalarin liremesine

yardimci1 olmaktadir. Normalde B. fragilis hemoglobiilin ve heptaglobiilini demir ve
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porfrin kaynagi olarak kullanmaktadir. Batin i¢i apsesi gibi demirin smirli oldugu
ortamlarda bakteri bu ihtiyacin1 E. coli’'nin hemoglobin baglayan proteinini

kullanarak giderir (15,23, 24).

2.2.4.Salgilanan Enzimler ve Toksinler

Bacteroides fragilis, hyaluronidaz, kondrotin siilfataz, kollojenaz, néraminidaz,
DNaz, heparinaz, hemolizin A, hemolizin B, fosfolipaz C gibi enzimleri hiicre disina
salgilar. Bu enzimler, bakterinin patogenezinde 6nemli rol oynamakta, ozellikle

konak dokuya invazyonda yardimc1 olmaktadirlar (28,29).

Baz1 B.fragilis kokenlerinin bir metalloenzim olan enterotoksin salgiladiklar1

gosterilmistir.

2.3.Bacteroides fragilis Toksini

B. fragilis’im, ¢iftlik hayvanlar1 ve insanlarda, 6zellikle kiigiik ¢ocuklarda sulu
ishale neden oldugu bildirilmistir. Ishale neden olan bakterilerin 20 kD agirhginda,
1stya duyarli, protein yapisinda bir toksin salgiladigr bildirilmistir. Metalloproteaz
yapisinda olan bu toksine Bacteroides fragilis toksin (BFT) veya frajilizin ve bu
toksini salgilayan suslara ise enterotoksijenik B. fragilis (ETBF) adi verilmistir.
Bakterinin toksik etkisi, ilk olarak 1984 yilinda Myers ve arkadaslari tarafindan
deneysel kuzu modelinde tamimlanmistir. Yapilan farkli hayvan deneyleriyle
ETBF’in hastalik olusturabilecegi gdsterilmis (30,31). Daha sonra, Italya, Banglades
ve Japonya gibi iilkelerde, ishalli ¢cocuklar diskilarinda %12 ile % 14.9 arasinda
degisen ETBF pozitifligi saptanmistir. Bunun yaninda saglikli kisilerde bolgelere,
beslenme aligkanliklarmma gore degisen, %1 ile %12 oranlarinda goriilen bir ETBF
pozitifligi bildirilmistir (32,33,36). Banglades’te yapilan bir baska calismada da B.
fragilis pozititligi olan 0-2 yas grubu ishalli ¢ocuklarin % 20.3” iinde ETBF pozitif
bulunmustur (37).
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ETBF’nin sadece ishal etkeni olmadig1 bagirsak dis1 enfeksiyonlarda da izole
edildigi gozlenmistir. Almanya’da ve Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan
calismalarda kan, yara ve yumusak doku gibi c¢esitli klinik 6rneklerden izole edilen
B. fragilis suslarinin % 10’u ETBF olarak tanimlanmistir ve bu suslarin patojenik
potansiyelinin ETBF negatif suslardan daha fazla oldugu tespit edilmistir (34,38).
Diger yandan ETBF’in, inflamatuvar barsak hastaliklarina ve kolorektal kanserlere
yol agabilecegine yonelik hipotezler ileri siiriilmiis ve bu hipotezleri dogrulayacak

bazi sonuglar bildirilmistir (3,4).

2.3.1: Bacteroides fragilis Toksinin Yapisi

Enterotoksijenik B. fragilis BfPAIl olarak bilinen ve 6 kb’lik kromozom
bdlgesini i¢ine alan patojenite adasina sahiptir. Patojenite adasiin 1191 niikleotitten
olusan bft gen bolgesinin ekspresyonu ile pre-protoksin Onciil protein sentezi
gerceklesir. Pre-protoksin 397 aminoasitten (aa) olusur, bunun 18 aa’i sinyal peptidi,
193 aa’i propeptid ve 186 aa’i ise matiir protein olmak iizere ii¢ ardisik peptit
bolgesine sahiptir (Sekil 2) (39,40). Protoksinin, arginin ve alaninamino asitleri
arasindaki bagin kirilmasi ile matiir agiga ¢ikar. bft gen bolgesinin, bft-1, bft-2 ve bft-
3 olarak bilinen ii¢ varyant: tanimlanmistir. Saflastirilmis enterotoksinlerle yapilan
calismalarda, ii¢ varyant gen bdlgesinden kodlanan toksinlerin, HT29/C1 hiicreleri
iizerinde farkl aktivite sergiledikleri goriilmiis, BFT2 toksininin en fazla, BFT3’ilin

ise en diisiik toksik etkiye sahip olduklar1 tespit edilmistir (39, 41).

(1-18) (19-211) (212-397)Matiir protein)
e

Y

Si idi Proprotein  Arg-Ala aynima  HEXXH
iy peptio i Sadece BET-2de gériilen
Amfipatik bbige

Sekil 2: Bacteroides fragilis toksinin sematik yapisi
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2.3.2. Bacteroides fragilis Toksinin Etki Mekanizmasi

Yapilan in vitro ¢alismalarda BFT nin, HT29/C1 hiicreleri {izerine hizli toksik
etki gosterdigi tespit edilmistir. Hiicrelerde, BFT ile karsilasma sonrasinda
morfolojik degisikliklerin olustugu ve bu morfolojik degisikliklerin toksin

uzaklagtirildiktan sonra bile, 48 saate kadar devam ettigi gozlenmistir (42).

Barsak epitel hiicreleri arasindaki siki bagin yikilmasi ile hiicre morfolojisi
bozulur, barsak doku direnci azalir, CI' ve Na' iyonlarinin disar1 akisinda, dolayisiyla

barsak sekresyonunda artis goriiliir (Sekil 3) (32).

L=
A i B Na*

ETHF
Aetin
- Struclure p
1 | amlterre-cd
'k ! )

Epitheilal colls

Sekil 3: BFT’nin hiicre Kkiiltiirlerinde yaptigi histolojik degisimin elektron

mikroskobik goriiniimii (35).

Toksinin in vivo etkisi, barsak epitel hiicreleri arasinda yer alan siki baglantinin
kirilmasiyla gergeklesmektedir. Toksin varliginda birkag dakika iginde, siki
baglanmay1 saglayan zonula adherensin bir proteini olan E-kaderin pargalanmaya
baslamaktadir. E-kaderin ekstraseliiler kismi kirildiktan sonra intraseliiler enzimler

devreye girerek pargalanmayr tamamlar. Siki baglantinin ortadan kalkmasi, E-
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kaderin hiicre i¢i yapisina bagli olan hiicre iskeleti F-aktinin ¢6kmesine neden olur.
Tim bu degisiklikler hiicre i¢inde ardisik bir dizi olay: tetikler; 6zel sinyal agi
araciligiyla F-aktinde yeniden sekillenme, proinflamatuvar IL-8 sekresyonunda ve

potansiyel onkojen proteinlerin kopyalanmasinda artis gerceklesir (Sekil 4) (40).

ADIM 1 ADIM 2

» BFT
Ay Siki baglant
TJ noktalar
o

la okludens

IL-8

Sekil 4: Bacteroides fragilis toksinin patogenez modeli (40)

2.4.Kolon Kanseri

Kolorektal kanserler biitiin diinyada 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir,
insanlarda goriilen kanserlerin yaklasik % 10’unu olusturmaktadir. Diyet, cevresel
etkiler, yas, adenom ve karsinom 0ykiisti, aile oykiisii, 6zellikle inflamatuvar barsak

hastaliklar1 gibi predispozan faktorler kanser gelismesinde onemli rol oynar. Normal
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bir kolon epitelyum hiicresinin karsinom 06zelligi kazanmas1 bir dizi mutasyonun

ardinda gerceklesebilmekte ve yillar sonra ortaya ¢ikabilmektedir (43).

2.4.1.Kolon Kanserinin Olus Mekanizmasi

Onkogenez ya da karsinogenez olarak tanimlanan, normal hiicrenin kontrolsiiz
cogalmasinda hangi mekanizmalarin rol oynadigi kolon kanserlerinde kismen
anlasilabilmistir (44). Hiicre kontrol mekanizmalarinda Wnt sinyal yolu anahtar rol
oynar. Kolorektal kanserlerin %70-80’inde Wnt-B-katenin sinyal yolunda,
dolayisiyla hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasinda kusurlar bulunmaktadir. Bir hiicre
ici proteini olan B-katenin, sinyal yolunun gergeklesmesinde belirleyici etkiye
sahiptir. Wnt proteinlerinin hiicre yiizeyinde 6zgilin reseptorlere baglanmasiyla ¢ok
sayida proteinin gorev aldigi bir dizi reaksiyon gerceklesir. B-kateninin bir kismu,
sitoplazmadan ¢ekirdege girerek, burada bulunan transkripsiyon faktorlerini
(TCF/LEF-1) aktive eder ve c-Myc gibi genlerin transkripsiyonunu saglar. Sitozolde
biriken B-kateninin diger bir kismu ise hiicreler arasi1 baglantida 6nemli rol oynayan

E-kaderin’in sitozol i¢indeki kismina baglanir (45, 46).

Adenomatdz Polipozis Coli (APC) geninin kodladig: sitoplazmik protein, [-
kateninin lizerinde etkisini gosterir. Hiicre proliferasyonu gerekmeyen durumlarda
APC proteinleri sitoplazma i¢inde bulunan serbest B—katenininlerin yikilmasmni
saglar. Ancak APC geninde olusan mutasyonlarda hiicre i¢i f—katenin miktarinda,
dolayisiyla c-Myc gibi genlerin transkripsiyonunda artig gézlenir. APC protein kaybi1
benign poliplerin olusumuna yol acar ve ek genetik degisikliklerin meydana

gelmesiyle malin tiimor ortaya ¢ikar (47).

Kolorektal kanserin molekiiler gelisme mekanizmasi ile ETBF’nin barsak epitel
hiicresinde olusturdugu degisiklikler iliskilendirmek istendiginde, gerek kanserli
hiicrede, gerekse frajilizine maruz kalan hiicrede gergeklesen olaylar dizisinin benzer

oldugu goriilmektedir.
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Kolon epitel hiicrelerine kolonize olan ETBF’nin salgiladig1 toksin, hiicreler
arasinda yer alan E-kaderin baginin kopmasima sebep olmaktadir. E-kaderin baginin
kopmasi, hiicre gegirgenliginin bozulmasi yani sira, f-katenin/Wnt sinyal yolaginin
baslamasina dolayisiyla c-Myc gibi birtakim onkojen proteinlerin ekspresyonu neden
olmaktadir.

Bunun yaninda BFT, kolon epitel hiicrelerinde hem Nucleer Faktor kappa
yolunu aktifleyerek proinflamatuvar sitokin salgilanmasma, hem de interlokin 8

ekspresyonuna ve salgilanmasina neden olmaktadir (48).

Bu veriler ETBF’nin inflamatuvar ve onkojenik potansiyele sahip olabilecegini
diisiindiirmektedir. Ulkemizde yapilan ve bu bilgileri destekler nitelikte olan bir
calismada kolon kanserli hastalarda, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli

oranda yliksek ETBF pozitifligi bulunmustur (5).

Mekanizmas1 tam olarak anlagilamamakla beraber diyetle diizenli alman ytiksek
doz kalsiyumun, kolon kanseri olusumunu 6nledigi ve kalsiyum sabunlar1 olarak
bilinen ¢oziinmeyen kompleksler olusturarak gastrointestinal sistemde safra asitleri
ve yag asitlerini bagladig1 yapilan caligmalarla tespit edilmistir (6,49). Chakrabarty
ve ark. (7) yaptiklar1 ¢alismalarda ekstraseliiler kalsiyum ve Human parathyroid
calctum sensing receptor (CaSR)’in E-kaderin ekspresyonunu arttirdigi, hiicrenin
malign davranigini baskiladigr bulunmustur. Ayrica kalsiyumun kemoprotektif
etkisinin E-kaderin ekspresyonunda artisa, [-katenin/TCF aktivasyonunda
baskilanmaya bagli olabilecegini ileri siirmiislerdir. Yine son yapilan randomize
calismalarda, kalsiyum eklenmesiyle tekrarlayan kolorektal adenom riskinde azalma

oldugu saptanmastir.

Bu bilgilerin 151¢inda, kalsiyumun barsak hiicresini onarict etkisiyle kanser
riskini azalttig1 soylenebilir. Ancak kalsiyumun, onkojenik kolon bakterisi oldugu
ileri siirtilen ETBF {izerine etkisi bilinmemektedir. Diger bakterilerle yapilmis bir
takim caligmalarda, bazilarinda antimikrobik etki bazi ¢aligmalarda ise bakteri
iremesinde veya viriilansinda artis bildirilmistir (50-52). Ancak, kalsiyumun ETBF

iiremesine etkisini arastiran herhangi bir ¢alismaya rastlanmamastir.
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Bu c¢alismada da, farkli konsantrasyonlarda kalsiyum iyonunun, ETBF
kokenlerinin liremesi tizerine etkisi arastirilmistir. Toksijenik kdkenlerin ikisi kolon
kanserli hastalarin digkisindan elde edilmis olup bft1 ve bft2 geni tasimaktadir. Digeri
ise apsede tlretilmis olup bftl geni tasimaktadir. Pozitit kontrol olarak bft2 geni
tastyan (NCTC 11295), negatif kontrol olarak non-toksijenik B. fragilis kdkenleri

kullanilmstir.
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3.GEREC ve YONTEMLER

3.1. Gerecler

3.1.1. Besiyerleri

1. %S5 koyun kanlt Agar (Becton Dickinson)

2. Brain-Heart Infusion Broth (Becton Dickinson)
3. Farkli miktarda Ca ve Zn igerikli Bazal Medium Kat1 besiyeri
4. Skim Milk

3.1.2. Standart Kokenler

1. ATCC 25285 Bacteroides fragilis: Enterotoksin salgilamayan kdken, negatif

kontrol olarak kullanildi.

2. NCTC 11295Bacteroides fragilis: Enterotoksin salgilayan, bft2 genine sahip

koken, pozitif kontrol olarak kullanildi.

3. A-18: Kolon kanserli hasta digskisindan {iretilmis Enterotoksin - bft2 genine
sahip koken (Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1 bakteri stoklarindan)

4. A-24: Kolon kanserli hasta diskisinda iiretilmis Enterotoksin — bf¢/ genine

sahip koken (Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dal1 bakteri stoklarindan)

5. 87-T1: Apsede iiretilmis Enterotoksin — bft/ genine sahip kdken (Prof. Dr.
Sidney M. Finegold, Los Angeles, CA, USA)
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3.1.3. PZR Malzemeleri

e PZR Master Miks (2X) (Fermentas)

e 6 x Yiikleme boyasi (Loading Dye, MBI Fermentas)

e 100 kb DNA Ladder (MBI Fermentas)

e DNaz- RNaz igermeyen distile su (MBI Fermentas)

e 10x TBE Tampon (Tris, EDTA, Borik asit)

e 200 plsari, 1000 pl mavi pipet ucu (DNaz, RNaz icermeyen) (Axygen)
e Agaroz (Prona)

e Etidyum bromid (Merck)

e 1,5 ml’lik mikrotiipler (Axygen)

e Eldiven (Beybi)

e BFT forward ve reverse primerleri(Fermentas)

3.1.4. Hazirlanan Besiyerleri ve Soliisyonlar

%S5 Koyun Kanh Agarin Hazirlanisi

Toz besiyerinden 40 gram tartilip 1 It distile su ile karistirilip 121 °C* de 15 dakika
otoklavda sterilize edilmistir. Otoklavdan ¢ikarilan besiyeri 45-50°C'ye gelinceye
kadar sogutulmus, birer ml hemin stok soliisyonu ve K vitamini, %5 oraninda
defibrine koyun kani eklenip karistirilmis, 9 cm’lik petri kutularina 4 mm kalinlikta

olacak sekilde dokiilerek sogumaya birakilmistir.
Skim Milk Saklama Besiyeri
Toz besiyerinden 100 gram, 1 1t distile su ile kargtirilip, 121 °C’de 15 dakika

otoklavda sterilize edilmis, kriyo tiiplere ikiser ml dagitilarak bakterileri — 80 °C’de

saklamak i¢in kullanilmistir.
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Bazal Medium Kati Besiyerinin Hazirlanis1 (1000 ml)

KISIM A:

IMKHPO4 ..o 33,4 ml
IMKoHPOy4 oo 1 66,6 ml
FeSO4 (7,3 mg/ml)........: I ml
(NH4)2S04.................c 0,4 gr
Agar........oooiiiiiiiiii 15 gr

Toz bilesim 1 It distile su ile ¢ozdiiriilmiis, ardindan sogutularak pH o6lclimii
yapilmistir (pH:7.2-7.4) cam balon i¢inde otoklavda 121° C’de 15 dakika steril

edilmistir. Otoklavdan ¢iktiktan sonra 45-50° C’ye sogutulup, {lizerine steril

kosullarda

KISIM B:

Glukoz........................i 2ml (% 0,5’1ik stok soliisyondan)
Hemin........................: 1000 pl

K vitamini................... 2100 pl

By vitamini..................: 500 pl

Na;COs (%10)............... 4 ml

L-Cyctein (%5)............... 10 ml

KISIM B maddeleri eklenip karistirilmis, 9 cm’ lik petri kutularma 4 mm kalinlikta
olacak sekilde dokiilerek sogumaya birakilmistir (53).

Hazirlanan bu ana besiyeri (Bazal Medium) ayni zamanda kontrol amagl
kullanilmistir. Besiyeri bilesimindeki KISIM B hepsinde ayni olacak sekilde, KISIM
A’ ya belirli miktarlarda kalsiyum veya ¢inko mineralleri eklenerek farkli 5 besiyeri
daha hazirlanmistir. Boylece farkli igerikli toplam 6 besiyerinde bakteri lireme

ozelligi degerlendirilmistir.
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1) Bazal Medium KISIM A + 0,57 gr CaCl,.2H,O (Normal gidalarla alinan

kalsiyumun barsaktaki miktarini yansitmaktadir)

2) Bazal Medium KISIM A + 1.08 gr CaCl,.2H,O (Normal gidalarla alinan
kalsiyumun yani sira, giinde 1 gram kalsiyum preperatinin alinmasi halinde

barsaktaki kalsiyum miktarin1 yansitmaktadir)

3) Bazal Medium KISIM A + 156 ul ZnCl,, (Normal gidalarla alinan ¢inkonun

barsaktaki miktarini yansitmaktadir)

4) Bazal Medium KISIM A + 0,57 gr CaCL.2H,O +156 pl ZnCl, (Normal

gidalarla alinan kalsiyum ve ¢inkonun barsaktaki miktarini yansitmaktadir)
5) Bazal Medium KISIM A + 1.08 gr CaCL.2H,0O +156 pl ZnCl, (Normal
gidalarla alinan kalsiyumun yani sira, giinde 1 gram kalsiyum preperatinin

almmas1 halinde barsaktaki kalsiyum ve ¢inko miktarini yansitmaktadir)

Zenginlestirilmis Brain Heart Infiizyon (BHI) Sivi Besiyerinin Hazirlamis:

Brain-Heart infiizyon tozu......... 37 gr
Maya ekstrakti tozu.................. Sgr
L-sistein tozu............coovvnnnnnn. 0,5 gr

Toz bilesim 1 It distile su ile ¢ozdiiriilmiis, ardindan sogutularak pH Olclimii
yapilmistir (pH:7.2-7.4) cam balon i¢inde otoklavda 121° C’de 15 dakika steril
edilmistir. Otoklavdan ¢iktiktan sonra 45-50° C’ye sogutulup, tizerine steril
kosullarda, hemin stok soliisyonundan 1ml, Vitamin K’dan 100 pl ilave edilerek

steril tiiplerin her birine 4,5 ml dagitilmistir.

21



3.1.5. Hazirlanan Soliisyonlar

1 M KH,PO, Stok Soliisyonunun hazirlanilmasi

136 gr KH,POy tartilip tizerine 1000 ml deiyonize su ilave edilmistir.

1 M K;HPO, Stok Soliisyonunun hazirlanilmasi

174 gr KoHPO4 tartilip tizerine 1000 ml deiyonize su ilave edilmistir.

FeSO4 Stok Soliisyonu

FeSO4’den 0,136 gr tartilip 10 ml deiyonize suda ¢ozdiiriilmiistiir.

Glikoz Stok Soliisyonu

25 gr glikoz 100 ml deiyonize suda ¢ozdiiriilmiis filtreden (0,45 pm’lik membran

filtre -Sartorius) gecirilerek steril edilmistir.

Hemin Stok Soliisyonu
0,1 gr hemin, 2 ml 1 N NaOH ile ¢6zdiiriilmiis, lizerine 20 ml’ye tamamlanacak

sekilde distile su eklenerek 121°C’de 15 dk otoklavda steril edilmistir.

Na,COj; Stok Soliisyonunun hazirlanilmasi

10 gr Na,COs tartilip 100 ml deiyonize su ile sulandirilmistir.

L-sistein Stok Soliisyonu

L-sistein’de 5 gr tartilip 100 ml deiyonize su ile sulandirilmistir.
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TBE Tampon ( 10X, Stok Soliisyon)

Tris Base....cocoeovvveevieeeieeeieee, 121, 10 gram
Borik ASit.....cccveeviiieeiiieeeieeee, 61, 83 gram
EDTA. ..o 5, 84 gram
Distile SU......oovieeiiiiiiiiiiecee 1000 ml

Sodyum hidroksit ile pH 8’ e ayarlanmistir.

3.2. Kullanilan Araclar ve Aygitlar

e Etiiv (Memert)

e Pasteur firin1 (Memert)

e Otoklav (Hirayama)

e Buzdolabi (Argelik)

e (-20°C) Dondurucu (Ugur)

e (-80°C)Dondurucu (iShin)

e Steril plastik petriler

e Hassas terazi (Sartorius)

e Vorteks (Yellowline)

e Steril pamuklu ¢ubuklar

e Termal Dongii Cihazi (Techne, BIO-RAD)
e FElektoforez tanki ve cihazi (Biometra)
e Mikrodalga firin (Beko)

o UV goriintiileyici (Vilber Lourmant)

e Santrifiijler ( Hettich)

e Otoklav (Hirayama)

e Cam balonlar, otomatik pipetler
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3.3. Yontemler

3.3.1 Kokenlerin Se¢imi

Calismamizda 5 farkli B. fragilis kokeni kullanilmistir. Bu kdkenlerden ikisi standart
kokenler iken {i¢li hastalardan izole edilen kokenlerdir. Standart kdkenlerden biri
ATCC 25285 Bacteroides fragilis (bft2 geni negatif) digeri ise NCTC 11295
Bacteroides fragilis (bft2 geni pozitif)’ dir. Diger 3 kokenimizden ikisi kolon
kanserli hasta diskisindan iiretilmis olup, Enterotoksin-bft2 genine sahip A-18 kokeni
ve Enterotoksin-bftl genine sahip A24 kokenidir. Ugiincii kokenimiz apseden
iretilmis olan Enterotoksin-bftl genine sahip 87-T1 kokenidir. “Skimmed Milk”
besiyeri i¢cinde -80°C’de stoklanmis olan kdkenlerimiz hemin, K1 vitamini ve %5
koyun kant ile zenginlestirilmis besiyerlerine ekilerek, anaerop ortamda, 35-37°C'de,
48 saat inkiibe edilmistir.

Kokenlerin toksin genlerinin varligi, saklama kosullarindan meydana gelebilecek bir
olumsuzlugun olup olmadigim1 anlamak amaciyla, yeniden calisilmistir. Bunun igin

asagidaki yontemler dikkate alinmastir.

3.3.2. Bacteroides fragilis kokenlerinde bft Gen Bolgesinin Tespiti

3.3.2.1. DNA lzolasyonu

Stoktan ¢oziilen kdkenlerin ti¢lincii pasajlar1 yapildiktan sonra 1sitma yontemiyle
DNA’lar1 elde edilmistir. 500 pl’lik ependorflarin i¢inde, 250 pl DNaz, RNaz
icermeyen su konulmus, bakteriden alinan 5- 6 koloni ile siispansiyon hazirlanmis,
daha sonra 1s1 blogunda 95 °C’de 20 dakika 1sitilmis, ardindan 2 dakika en yiliksek
devirde santrifiij edilmistir. Ust kistmda kalan sivi DNA amplifikasyonu igin

kullanilmak tizere -20 °C’de saklanmuistir.
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3.3.2.2. PZR Yontemi

Bakteri DNAlar1 izole edildikten sonra uygun primer ¢ifti;
BFT-F: 5’-TGG GAG ATG AGT TCG CAG TAT TA-3’ ve
BFT-R: 5°-CCA ACC GAG ATT TTT AGC GAT TA-3’
kullanilarak bft gen bolgeleri tespit edilmistir (54). Bunun i¢in:

PZR karigimi.......cccceevvveeeniveennnnnnn. 12,5ul
Primer (Forward)..........cccveennee.n. 0,5ul
Primer (Reverse)........cccceevveennennn. 0,5ul
HO.oiee e 10ul

karistirilmig ve iizerine 1,5ul bakteri DNA’s1 eklenerek termal dongii cihazinda

calisilmistir. PZR kosullari tablo 2°de verilmistir (54).

Tablo 2. PZR Kosullar1

Primer Dongii Kosullar

95°C2dk 1 dongii
BFT (F) | 94°C45sn
BFT (R) | 42°C 45 sn 30dongi

72°C 1 dk

PZR iiriinleri %1,5’luk agaroz jelde ve 1xTBE tamponu i¢cinde 90 volt akimda
20 dakika yiiriitiilmiis ve olusan bantlar UV 15181 altinda incelenmistir. Gozlenen

bantlar kontrol kdken bantlariyla kiyaslanmistir.
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3.3.3. Kokenlerin Besiyerlerine Ekilmesi

bft gen bolgesine tespit edilen kdkenler, ilk olarak zenginlestirilmis koyun kanli

besiyerine ekilmis, elde edilen kiiltiirden 1-2 koloni alimarak K1 vitamini ve hemin

ilave edilen brain-heart inflizyon sivi besiyerlerine pasajlari yapilmigs ve bir gece

inkiibasyona birakilmistir.

Zenginlestirilmis sivi besiyerinde iireyen kokenlerimizi yine ayni besiyeri ve

uygun ortam kosullarinda 0,5 McFarland (10® cfu/ml) bulanikligina getirdikten sonra,

4,5 ml miktarinda dagitilan zenginlestirilmis sivi besiyerinin bulundugu tiiplere 500

ul aktarilarak 10 kez sulandirilmustir. Seri sulandirimlara 10° cfu/ml oraninda diliie

oluncaya kadar devam edilmistir (Sekil 5).

@@

O

0,5
McFarlan

a
N

N

107

O

N

10°

O

10°

10*

(7 (7 -7 x>

O

10°

Sekil 5: Bakteri siispansiyonlarinin seri bir sekilde diliie edilmesi

4,5 ml BHI
sivi besiyeri

10° cfu/ml oraninda dilue edilmis olan bakteri siispansiyonlarmin 100’er pl’si,

belirli miktar CaCl, ve ZnCl, tuzlarinin ilave edilmesiyle hazirlanan 6 farkli

besiyerine sayim plagi yontemiyle ekilerek, 5 giin anaerop ortamda 37°C’de inkiibe

edilmistir.
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3.3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Calismamizin veri analizinde SPSS version 11.0 yazilim programi kullanilmistir.
Farkli konsantrasyonlarda kalsiyum iceren besiyerlerine ekilen 5 kokenin iireme
durumu degerlendirilmistir. Bu her bir gruptaki alti1 6l¢iim degerlerinin minimum,
maksimum, aritmetik ortalama ve standart sapmalar1 hesaplandi. Her bir dagilimin
normal dagilip dagilmadiklar1 Kolmogorov-Smirnov testi ile degerlendirildi. Her bir
alt kosulda bazal medium ile diger besiyerlerinde lireme Glgiimlerinin ortalamalar1
karsilastirildl. (iki bagimsiz grubun ortalamalarmin karsilastiriimasi testi). Eger her
iki dagilim da normal dagiliyor ise burada t test yapildi, iki dagilimdan en az birisi
normal dagilmiyor ise, non-parametrik test olan Mann-Whitney U test yapild1

Onemlilik testlerinin anlamlilik smnir1 olarak p<0.05 kabul edildi.
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4. BULGULAR

Ikisi kolon kanserli hastalarmin diskisindan, birisi klinik drnekten izole edilmis
toplam ii¢c ETBF kokeni, birisi negatif kontrol (ATCC 25285) diger1 pozitif kontrol
koken (NCTC 11295) olmak iizere toplam 5 kdken ¢alismaya alinmistir. Toksin gen
bolgesinin varhigi PZR ile dogrulandiktan sonra farkli miktarda tuz igeren

besiyerlerine ekilerek tireme durumlar1 degerlendirilmistir.

Koloni sayimlar1 yapilan kiiltiirlerin istatistiksel analizi, kokenlere gore ortalama
degerleri ve p degerleri hesaplanarak, sonuclar asagidaki tabloda verildigi gibi

bulunmustur.

Tablo 3: Koloni Sayimlarinin Ortalama Degerleri (x10? cfu/ml)

ATCC NCTC Al8 A24 87-T1
MB 66.67 73.83 188.60 83.50 289.60
ca | 11483 15133 120 | 71.00 22660 |
Caekstra  |51.00 | 1417 o0 ¢ 4133 23575
zn  |9833  (111.83 23460 41.67  258.60 |
CatZn 6783 ¢ 39.17 760 103.83 :349.80
CackstratZn 4733 148 100 7300 28320

MB: Bazal medium ( Ana besiyeri),
Ca: + 0,57 gr CaClI2.2H20 (Normal gidalarla alinan kalsiyumun barsaktaki miktarini yansitmaktadir),

Ca ekstra: + 1.08 gr CaClI2.2H20 (Normal gidalarla alinan kalsiyumun yan1 sira, giinde 1 gram kalsiyum
preperatimin alinmasi halinde barsaktaki kalsiyum miktarini yansitmaktadir),

Zn: + 156 ul ZnCl2, (Normal gidalarla alinan ¢inkonun barsaktaki miktarini yansitmaktadir),

Ca+Zn: + 0,57 gr CaCI2.2H20 +156 pl ZnCI2 (Normal gidalarla alinan kalsiyum ve ¢inkonun barsaktaki
miktarim yansitmaktadir

Ca eks+Zn: + 1.08 gr CaCl2.2H20 +156 ul ZnCI2 (Normal gidalarla alian kalsiyumun yan1 sira, glinde 1
gram kalsiyum preperatinin alinmasi halinde barsaktaki kalsiyum ve ¢inko miktarini yansitmaktadir)
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Ek kalsiyum miktarmin bfz2 geni tastyan NCTC 11295 ve A18 B. fragilis kokenleri
iizerine inhibitor etkisi kalsiyum bulundurmayan ortama gore istatistiksel olarak

anlamli derecede fazla bulunmustur.

Tablo 4. Kokenlerin, bazal besiyerine ve farkh oranda tuz bulunduran diger

besiyerlerindeki iireme oranlarinin karsilastirildig verilerin p degerleri

NCTC | ATCC | A18 | A24 | 87-Tl
Karsilastirilan kosullar P degerleri

MB Ca gun 0.631 [0.262 [0.008 [0.699 [0.310
MB Ca extra 0.004 |0.688 |[0.008 |0.132 |0.905
MB Zn 0.470 0522 0222 [0.132 | 1.0
MB Ca guntZn 0.109 [0.631 [0.008 |0.394 |0.222
MB CaextratZn | 0.004 [0.873 [0.008 |0.937 |1.0
Ca gun Ca extra 0.017° [0.052° [ 0.151 [0.093 |0.556
Ca gun Zn 0.080° | 0.711° [ 0.008 |0.093 |0.421
Ca gun Ca guntZn 0.423 [0.181° [ 0.421 [0.240 |0.095
Ca gun CaextratZn | 0.007 | 0.040" [ 0.151 [0.818 |0.222
Ca extra Zn 0.015" | 0.237° [0.008 | 1.0 0.556
Ca extra Ca gun+Zn 0.229 [0.470" [ 0.151 [0.009 |0.286
Ca extra CaextratZn | 0.065 |0.821 | 1.0 0.093 |0.413
Zn Ca gun+Zn 0.025 [0.455" [0.008 [0.009 |[0.421
Zn CaextratZn | 0.011° | 0.205" | 0.008 [0.093 |0.421
Ca gun+Zn Ca extra+Zn 0.010 [0.373" [0.151 [0.132 [0.310

*NCTC ve ATCC suslarinda Mann Whitney U yerine T test uygulandigini géstermektedir.
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4.1. Sonuclarin Grafik Uzerinde Gosterimi

Ortalama degerleri ve istatistiksel analizi anlamli bulunan bf2 geni igeren
NCTC ve AIl8 kokenleriyle, standart koken olan ATCC’yi grafik iizerinde
karsilagtiracak olursak NCTC ve A18’in kalsiyum ilaveli besiyerindeki tiremelerinin

ATCC’ye gore belirgin sekilde farkli oldugu tespit edilmistir.

Grafik 1: bft2 geni pozitif kokenlerin negatif kontrol ATCC kokeni ile
karsilastirildig: veriler

Istatistiksel Analiz Grafikleri

250
200 /A\
150 \

e NCTC

100 ) *\\ // /A\ \ ATCC
\

—A18

MB Ca Ca ekstra Zn Ca+Zn Caeks.+Zn

Grafikte; Kalsiyum miktar1 fazla olan besiyerlerindeki liremenin standart kalsiyum
iceren besiyerine gore daha az oldugu, bunun yaninda sadece c¢inko bulunan
besiyerinde istatiksel olarak anlamli olmasada liremede artis oldugu ve kalsiyum ile
cinkonun birlikte bulundugu ortamdaki besiyerlerinde kalsiyumun {iremeyi

diisiirmeye, ¢inkonun ise iiremede bir artis saglamaya calistig1 goriilmektedir.
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Koloni sayilarinin ortalama degerleri ve istatistiksel analiz sonuglar1 hesaplanan, bft!
genine sahip A24 ve 87-T1 kokenlerinin iiremelerinin kalsiyum varligimdan
etkilenmedigi grafik lizerinde de negatif kontrol ATCC B. fragilis kokeni ile
karsilagtirilarak gosterilmistir. (Grafik 2)

Grafik 2: bftIpozitif kokenlerin negatif kontrol kdkenle karsilastirildig: veriler

Istatistiksel Analiz Grafikleri
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0
MB Ca Ca ekstra Zn Ca+Zn  Caeks.+Zn

Boylece bft2 geni tasiyan kokenlerden farkli olarak bf¢/ geni tasiyan kokenlerin

kalsiyum varligindan etkilenmedikleri sdylenebilir
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Grafik 3’te biitiin kokenler bir arada gosterilmektedir. Buna gore calistigimiz bft2 ve
bftl geni tagiyan kokenlerimizin tamamii grafik iizerinde inceledigimizde yapilan
analizlerin sonuglar1 net olarak goriilmektedir. Ozellikle Ca varhigindan etkilenen ve
bft2 geni tastyan NCTC ve A18 kokenlerinin piklerindeki diisiis ¢cinko varligindaki

artiy goze carpmaktadir. Diger iki kokende bu gozlenmemektedir.

Grafik 3: Kokenlerin hepsinin verileri

istatistiksel Analiz Grafikleri
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5. TARTISMA ve SONUC

Onemli bir morbidite ve mortalite nedeni olan kolon kanseri, giiniimiizde
gastrointestinal sistem kanserleri i¢inde goriilme siklig1 acisindan birinci sirada yer
almaktadir. Kolon kanserinin goriilme sikligi iilkelere, ayni iilkede yorelere ve
topluluklara gore farklilik gostermektedir. Bu farkliligi belirleyen etkenlerin,
cevresel faktorler, diyet, aile dykiisii ve genetik 6zellikler oldugu ileri stiriilmektedir.
Diger kuvvetli predispozan faktorler arasinda, kiside adenom oykiisiiniin ve 6zellikle

inflamatuvar barsak hastaligiin bulunmasi gosterilmistir (49).

Buna karsin kolon kanseri gelismesinde, diyette yag oranmin diisiik olmasi,
sebze ve meyve gibi lifli yiyeceklerin tiiketilmesi, A, C ve D vitaminlerinin alinmasi,
nonsteroid antiinflamatuvar ilaglarin kullanilmas: riski azaltmaktadir. Kalsiyumun,
kolonda adenom rekiirrens riskini azalttig1 caligmalarla gdsterilmistir (49). Bu
sebeple koruyucu etki elde etmek icin kisinin, giinliik 1 ile 1,5 gram ek kalsiyum
preparat1 almas1 Onerilmektedir (55). Kalsiyumun koruyucu etkisini, sekonder safra
asitlerini ve iyonize yag asitlerini baglayarak gosterdigi diisiiniilmektedir. Diger
yandan, ek kalsiyum verilen adenomatdz polipi olan yash hastalarda, barsak
mukozasinda ornitin dekorboksilaz diizeyinde yiikselme olmadigir gorilmiistiir.
Poliamin biyosentezinde yer alan ornitin dekorboksilaz enzimi, kanser gelisim

siirecinde artig gostermektedir (56).

Molekiiler diizeyde yapilan c¢alismalar da kalsiyumun kolon kanserini
Onleyebilecegi varsayimini giiglendirmektedir (5). Chakrabarty ve ark. (7)
ekstraseliiler kalsiyumun ve Human parathyroid calcium sensing receptor (CaSR)’in
E-kaderin ekspresyonunu arttirdigmi saptanmislardir. Bu ¢aligmalarda hiicrede E-
kaderin ekspresyonundaki artigin yani sira, [-katenin/TCF aktivasyonunda

baskilanma, dolayisi ile malign davranigin 6nlendigi goériilmiistiir.

Bu bilgilerden yola ¢ikarak kalsiyumun, ETBF’nin hiicre iizerindeki yikici

etkisini onarabilecegini 6ne siirebiliriz. Kolon mukoza hiicrelerinde kolonize olan
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ETBF’in salgiladigi frajilizin, hiicreleri arasindaki siki baglantinin E-kaderin
protenini  koparabilmektedir. E-kaderin’in  yikilmasiyla, hiicrenin  bariyer
gecirgenliginde bozulma olmakta, beraberinde kolorektal kanser olusumunu aktive
eden P-catenin/Wnt sinyal yolagi devreye girmektedir. B-catenin/Wnt sinyal
yolaginin tetiklenmesiyle hiicre ¢ekirdegi uyarilmakta, c-Myc gibi birtakim onkojen
proteinlerin ekspresyonu saglanmaktadir. Diger yandan ETBF yanit olarak, kolon
mukoza hiicrelerinde proinflamatuvar sitokin ve IL-8 salgilanmaktadir. Gerek E-
kaderin’de yikim yapmasi, gerekse salgiladigi sitokinler ile kuvvetli bir kanser
predispozan faktorii olan inflamatuvar barsak hastaligina neden olmasi, ETBF nin bir
onkojen bakteri olabilecegini gostermektedir. Bu diisiinceyi dogrulayacak bir takim
calismalar bildirilmistir (48). Kalsiyumun E-kaderin ekspresyonunu arttirdigi
bilgisinden yola ¢ikarak, ETBF’nin E-kaderin iizerinde yaptig1 yikimi, kalsiyumun
onaric1 etkisiyle giderilebilecegi, dolayisiyla uzun vadede kanser olusumunu

Onlenebilecegi diisiiniilebilir.

Mukoza hiicresi lizerinde ETBF’nin toksik etkisini, kalsiyumun onaracagi fikri
mantiga uygun gelmekle birlikte, kalsiyumun ETBF’ye baglh gelisebilecek kanseri
onler denebilmesi icin, kalsiyumun bakteri tizerindeki etkisinin de bilinmesi gerekir.
Literatiirde, bir takim mikroorganizmalarla yapilmis ¢alismalarda, kalsiyumun bazi
bakteriler lizerine antimikrobik etkide bulundugu, bazi bakterin ise liremesini veya
viriilansin1 arttirdign saptanmustir. Uremeyi arttirict etkinin hiicre duvar yapisinda
olusturdugu stabilizasyona baglanmaktadir. Antibiyotik etki ise daha ¢ok besinlerin
saklanmasinda yiiksek dozda kalsiyum kullanilmasi ile gergeklesmistir (50-52).
Ancak, kalsiyumun ETBF iiremesine etkisini arastiran herhangi c¢alismaya

rastlanmamuistir.

Bu calismada, ikisi bft2 (NCTC 11295, A18), ikisi bftigeni tasiyan (A-24, 87-
T1) toplam 4 ETBF kokeni ve negatif kontrol amaciyla toksin iiretmeyen bir B.
fragilis (ATCC 25285) kokeni yer almistir. Kokenler, normal beslenme durumunda
veya ek kalsiyum alindiginda barsakta bulunabilecek ortalama kalsiyum miktar1 ve
gilinliik ¢inko miktar1 gz Oniline alinarak hazirlanan besiyerlerine ekilmis ve elde

edilen kiiltiirler degerlendirilmistir. Ek kalsiyum bulunan besiyerlerinde bft2 geni
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tastyan iki kokenin koloni sayisi, kalsiyum bulunmayan bazal besiyerine gore
anlamli sekilde diisik bulunmustur (NCTC, p:0.004, A18; p:0.008). Diger
bakterilerin koloni sayisi1 da diisiik olmakla beraber, istatistiksel bir anlamli bir fark
bulunamamistir. Yine bu iki bft2 genine sahip koken, istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte ¢inko bulunduran ortamda daha fazla koloni olusturmustur.
Ancak ek kalsiyum ve ¢inko bulunan besiyerinde koloni sayisinda yine anlamli
disiisler olmustur. Bu durumda ek kalsiyumun, ¢inkonun tiremeyi arttirici etkisini de

baskiladigini sdyleyebiliriz (Tablo3, 4).

Sonuglarimiza gore ek kalsiyumun bfz2 bulunduran ETBF kokenleri {izerine
antimikrobik etkide bulundugu, ancak diger bakterilerin iiremesini etkilemedigi
goriilmektedir. Bu sonuglara benzer etkinin barsaktaki ETBF kokenleri tlizerinde
oldugunu varsayarsak, kalsiyumun gerek bozulmus E-kaderin’i onararak, gerekse
bakterinin ¢ogalmasmi inhibe ederek ETBF’nin onkojenik etkisini azalttig1

sOyleyebiliriz.

ETBF’de toksin geninin ii¢ varyant: tanimlanmis, eksprese olan toksinlerden
BFT2’nin potensi daha yiliksek bulunmus, gerek hiicre kiiltiirii gerekse kolon
mukozasina daha fazla toksik etki gostermistir. BFT2 toksini salgilayan kdkenlerin
cocuklarda, erigkinlere gore nispeten daha fazla ishal olusturdugu anlasilmistir.
ETBF kokenlerinin ¢ogunlukla bftl’e sahip oldugu, toksik etkisinin bft2 pozitif
kokenlere gore az ancak bft3 geni tasiyanlara gore ise daha fazla bulunmustur. Kolon
kanserinin genellikle bir ileri yas hastalig1 oldugu ve bu yas grubunda genellikle bft/
geni tastyan kokenlerin bulundugu g6z Oniine alinirsa, literatlir bilgileri ve
sonuclarimiza gore, ek alinacak kalsiyumun barsakta bulunan ETBF kokenlerinin
iremesine etki yapmayacagi, ancak toksininin E-kaderin {izerindeki harabiyetini

onarabilecegi sdylenebilir.

Daha biitiinclil degerlendirebilmek i¢in kalsiyumun, bakterinin viriilans
ozelliginde bir degisiklik yapip yapmadiginin bilinmesi gerekir. ETBF’lerle yapilmis
herhangi bir ¢aligma bulunmamakla beraber, kalsiyumun bakteri viriilansini arttirici

etkiye sahip oldugunu gosteren ¢alismalar bildirilmistir (50-52). Ornegin,
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kalsiyumun mukoid P.aeruginosa kokenlerinin ekstraseliiler yapilarmi dolayis: ile
biyofilm tabakasmin kalmhgmi arttirdigi gosterilmistir (51). Baska bir ¢alismada,
kalsiyum 1iyonuna bagimlilik olarak tanimlanan olayda, Y.pestis’in viriilans
faktorlerinin sentezi i¢cin 2,5 mM kalsiyum iyonuna bulunmas: gerektigi
anlasilmistir. Kalsiyum miktarina ve 1siya bagli olarak sentez edilen bu viriilans
faktorlerinin, konakta hiicre i¢ci uyumun saglanmasinda 6nemli oldugu ileri

stirtilmiistiir (52).

Elde ettigimiz sonuglar, giinliik tiiketilen ek kalsiyum miktarmin in vitro
kosullarda baz1 ETBF kokenlerinin iremesini baskiladigini géstermistir. Bu konuda
yapilmis herhangi bir ¢calismaya rastlanmamistir. Sonuglarimiz, yeni ¢aligmalara 11k
tutacak yararl veriler sunmaktadir, ancak daha fazla kdken ile yapilan ¢aligilmalara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Burada 6zellikle kolon kanseri hastalarmmin diskisindan izole
edilmis (A18:bft2+ ve A24:bfti+) ve farkli gen profiline sahip kokenler segilmistir.
Benzer ¢alismanin diger kaynaklardan izole edilmis kokenlerle de yapilmasinda
yarar vardir. Kalsiyumun, bakterinin toksik 6zelliklerinde ya da salgilanmis toksinin
fonksiyonlarinda herhangi bir degisiklik yapip yapmadigi da arastirilmas: gereken

konular i¢inde yer almaktadir.

36



6. KAYNAKLAR

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Nguyen TV, Van PL, Huy CL, Weintraub A. (2005). Diarrrhea caused by
enterotoxigenic Bacteroides fragilis in children less than 5 years of age in

Hanoi, Vietnam. Anaerobe, 11: 109-14.

Oldfield EC 3rd. (2009). Diarrhea. Enterotoxigenic Bacteroides fragilis:
newly recognized cause of inflammatory diarrhea. Rev Gastroenterol

Disord, 9(2):E65-6.

Rabizadeh S, Rhee KJ, Wu S, Huso D, Gan CM, Golub JE, Wu X, Zhang
M, Sears CL. (2007). Enterotoxigenic Bacteroides fragilis: a potential
instigator of colitis. Inflamm Bowel Dis; 13(12):1475-83.

Basset C, Holton J, Bazeos A, Vaira D, Bloom S. (2004). Are Helicobacter
species and enterotoxigenic Bacteroides fragilis involved in inflammatory

bowel disease? Dig Dis Sci; 49(9):1425-32.

Toprak NU, Yagci A, Gulluoglu BM, Akin ML, Demirkalem P, Celenk T,
Soyletir G. (2006). A possible role of Bacteroides fragilis enterotoxin in
the aetiology of colorectal cancer. Clin Microbiol Infect, 12(8):782-6.

Milner JA, McDonald SS, Anderson DE, Greenwald P. (2001). Molecular
targets for nutrients involved with cancer prevention. Nutrition and Cancer;

41(1-2):1-16.

Chakrabarty S. Radjendirane V, Appelman H, Varani J. (2003).
Extracellular Calcium and Calcium Sensing Receptor Function in Human
Colon Carcinomas: Promotion of E-Cadherin Expression and Suppression

of B-Catenin/TCF Activation. Cancer Research 63: 67-71.

37



8) Finegold SM. (2005). Anaerobic bacteria: general concepts. Ed: Mandell
LG, Bennett JE, Dolin R. Principles and Practise of Infectious Diseases.

5th Edition, Churchill Livingstone, Philadelphia, USA, p: 2519-2575.

9) Tungkanat F. (2002). Anaerop Bakteriler Genel Ozellikler. Iginde:
Infeksiyon Hastaliklar1 ve Mikrobiyolojisi. Ed: Willke Topgu A, Soyletir
G, Doganay M, Nobel Tip Kitabevleri, Istanbul, 1:1705-1748

10) Citron DM , Poxton IR,Baron EJ, (2007). Bacteroides, Porphynomonas,
Prevotella, Fusobacterium, and Other Anaerobic Gram Negative Rods. In:
Manual of Clinical Microbiology. 9" ed, Eds: Murray PR, Baron EJ,
Jorgensen JH, Landry ML, Pfaller MA, Washington, ASM, p.911-932.

11) Shah HN, Gharbia SE, Duerden BI, (2005). Bacteroides, Prevotella and
Porphyromonas. In: Topley’s and Wilson’s Microbiology and Microbial
Infection. IOthed, Eds: Borriello SP, Murray PR, Funke G, Arnold, London:
1913-1944.

12) Richard Joseph Obiso, (1997). Characterization and Molecular analysis of
fragilis: The Bacteroides fragilis toxin. Blacksburg, Virginia.

13)Babb, J.L. and J.L. Jahnson. (1981). Relationships between serological
groups and deoxyribonucleic acid homology groups in Bacteroides fragilis

and related species. J.Clin.Microbiol. 13: 369-379.

14) Wexler HM, (2007). Bacteroides: the Good, the Bad, and the Nitty-Gritty.
Clinical Microbiology Reviews; 593—-621

15) Duerden BI, (1994). Virulence factors in anaerobes. Clin. Infect Dis: 18
(4): s.253-9.

38



16) Tizianabos AO, Kasper DL. Onderdonk AB. (1995). Stucture and function
of Bacteroides fragilis capsular polysaccharides: Relationship to induction

and prevention of abcesses. Clin Infec Dis: 20(2): s.132-40.

17) Tzianabos AO, Pantosti A, Baumann H, Brisson JR, Jennings HJ, Kasper
DL. (1992). The capsular polysaccharide of Bacteroides fragilis comprises
two ionically linked polysaccharides. J. Biol. Chem: 267: s.18230-18235.

18) Coyne MJ, Tzianabos AO, Mallory BC, Carey VJ, Kasper DL, Comstock
LE. (2001). Polysaccharide biosynthesis locus required for virulence of

Bacteroides fragilis. Infect Immun. 69(7): s.4342-50.

19) Coyne MJ, Kalka-Moll W, Tzianabos AO, Kasper DL, Comstock LE.
(2000). Bacteroides fragilis NCTC9343 produces at least three distinct
capsular polysaccharides: cloning, characterization, and reassignment of

polysaccharide B and C biosynthesis loci. Infect. Immun: 68: s.6176-6181.

20)Kasper DL. (1976). Chemical and biological characterization of the
lipopolysaccharide of Bacteroides fragilis subspecies fragilis. J. Infect. Dis:
134: 5.59-66.

21) Pumbwe L, Skilbeck CA, Wexler HM. (2006). The Bacteroides fragilis cell
envelope: quarterback, linebacker, coach-or all three? Anaerobe. 12: 211-

220.

22)Otto BR, Sparrius M, Maclaren DM. (1990). Iron-Regulated Outer
Membrane Protein of Bacteroides fragilis Involved in Heme Uptake.

Infection and Immunity: 8: s.3954-3958

39



23)Kanazawa K. Y. Kobayashi, H. Nakano, M. Sakurai, N. Gotoh, and T.
Nishino. (1995). Identification of three porins in the outer membrane of

Bacteroides fragilis. FEMS Microbiol. Lett. 127:181-186.

24)Rotstein OD. (1992). Role of fibrin deposition in the pathogenesis of
intraabominal infection. Eur J Clin Microbiol Infect Dis: 11: 5.1064-1068.

25) Finlay-Jones JJ, Kenny PA, Nulsen MF, Spencer LK, Hill NL, McDonald
PJ. (1991). Pathogenesis of intraabdominal abscess formation: abscess-
potentiating agents and inhibition of complementdependent opsonization of

abscess-inducing bacteria. J Infect Dis: 164: s.1173—-179.

26)Rotstein OD: (1993). Interaction between leukocytes and anaerobic

bacteria in polymicrobial surgical infections. Clin Infect Dis: 16(4) s.190-4

27)Rotstein OD.Nashmithe PE.Grinstein S. (1987). The Bacteroides by-
product succinic acid inhibits neutrophil respiratory burst by reducing

intracellular pH.Infect immun: s.364-70

28) McGregor JM, Lawellin D, Franco-Buff A. Todd JK. (1991). Phospolipase
C activity in microorganisms associated with reproductive tract infection.

Am J Obstet Gynecol: s.682-6

29) Robertson KP, Smith CJ, Gough AM, Rocha ER. (2006). Characterization
of Bacteroides fragilis hemolysins and regulation and synergistic

interactions of HlyA and HlyB. Infect. Immun: 74: s.2304-2316.
30) Myers LL, Firechammer BD, Shoop DS, Border MM. (1984). Bacteroides

fragilis: a possible cause of acute diarrheal disease in newborn lambs.

Infect Immun, 44: 241-4.

40



31)Sears Cl, Myers LL. Lazenby A. Van tassel RL. (1995). Enterotoxigenic
Bacteroides fragilis. Clin Infect Dis, 20 (2): 142-8

32)Durmaz B. (2002). ishal etkeni olarak Enterotoksijenik Bacteroides
fragilis. Microbial Biilt. 36: 5.99-103

33) Sack RB, Albert MJ, Alam K, Neogi PK, Akbar MS. (1994). Isolation of
enterotoxigenic Bacteroides fragilis from Bangladeshi children with

diarrhea: a controlled study. J Clin Microbiol: 32(4): p.960-3

34) Claros ZC, Claros MC, Tang YJ, Cohen SH, Silva JR, Goldstein EJC,
Rodloff AC. (2000). Occurrence of Bacteroides fragilis Enterotoxin Gene
Carrying Strains in Germany and the United States. J Clin Microbiol:
38:(5) p. 1996-1997.

35) Saidin RF, Jaeger K, Montrose MH, Wu S, Sears CL. (1997). Bacteroides
fragilis toxin rearrenges the actin cytoskeleton of HT29/C1 cells without

direct proteolysis of actin or decrease in F-actin content. Cell Motil

Cytoskeleton. 37(2): p.159-65

36)Kato N, Liu C, Kato H, Nakamura H, Iwai N, Ueno K. (1999). Prevalence
of enterotoxigenic Bacteroides fragilis in children with diarrhea in Japan.J

Clin Microbiol: 37: p.801-3.

37)Pathela P, Hasan KZ, Roy E, Alam K, Huq F, Siddique AK, Sack RB.
(2005). Enterotoxigenic Bacteroides fragilis-associated diarrhea in children

0-2 years of age in rural Bangladesh. J Infect Dis. 15;191(8):1245-52.

38) San Joaquin VH, Griftis JC, Lee C, Sears CL.(1995). Association of
Bacteroides fragilis with childhood diarrhea. USA, Scand J Infect Dis;
27(3):211-5

41



39) Weikel CS, Grieco FD, Reuben J, Myers LL, Sack RB. (1992). Human
colonic epithelial cells, HT29/C1, treated with crude Bacteroides fragilis
enterotoxin dramatically alter their morphology. Infect Immun: 60(2):

p.321-7.

40) Sears CL. (2001). The toxins of Bacteroides fragilis. p.1737-46.

41) Chung GT, Franco AA, Wu S, Rhie GE, Cheng R, Oh HB, Sears CL.
(1999). Identification of a third metalloprotease toxin gene in

extraintestinal isolates of Bacteroides fragilis. Infect Immun: 67(9):4945-9,

42)Saidi RF, Sears CL. (1996). Bacteroides fragilis toxin rapidly intoxicates
human intestinal epithelial cells (HT29/C1) in vitro. Infect Immun;

64:5029-34.

43)Jemal A, Siegel R, Ward E, Murray T, Smigal C, Thun MJ. (2007). Cancer
statistic. CA Cancer J Clin: 57(1):43-66.

44) CEFLE K. (2009). Kanser genetigi. Klinik Gelisim Dergisi: 22(3).

45)Fuchs SY, Ougolkov AV, Spiegelman VS, Minamoto T. (2005).
Oncogenic B-Catenin signaling networks in colorectal cancer. Cell Cycle;

4: p.1522-1539.

46) Wong NA, Pignatelli M. (2002). B-Catenin- A linchpin in colorectal
carcinogenesis? Am J Pathol; 160: 389-399.

47)Akisik  EZ. (2008). Kolorektal Kanserli Hastalarda p-Katenin
Degisikliklerinin  ve Gen Mutasyonlarinin  Arastirilmasi,  Istanbul
Universitesi Temel Onkoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi, Istanbul
(Danisman: Prof.Dr.Nejat DALAY)

42



48)Housseau F. and Sears CL. (2010). Enterotoxigenic Bacteroides fragilis
(ETBF)-mediated colitis in Min (4Apct+/—) mice: A human commensal-

based murine model of colon carcinogenesis. Cell Cycle. 9(1): 3-5.

49)Simon GL, Gorbach SL. (1994). Intestinal health and disease.
Gastroenterology 86; p.174-193

50) Adachi T, Yamagata H, Tsukagoshi N, Udaka S. (1991). Repression of the
cell wall protein gene operon in Bacillus brevis 47 by magnesium and

calctum ions. J Bacteriol. 173(13):4243-5.

51)Sarkisova S, Patrauchan MA, Berglund D, Nivens DE, Franklin MJ.
(2005). Calcium-induced virulence factors associated with the extracellular

matrix ~ of mucoid  Pseudomonas  aeruginosa  biofilms. J

Bacteriol. 187(13):4327-37.

52)Hall PJ, Yang GC, Little RV, Brubaker RR. (1974). Effect of Ca2+ on
morphology and division of Yersinia pestis. Infect Immun.9(6):1105-13.

53) Der Meer R.V, Welberg JWM, Folkert Kuipers, Kleibeuker JH, Mulder
N.H, Termont D. S. M. L, Vonk RJ, De Vries H.T. and De Vries E.G.E.
(1990). Effects of Supplement Diatery Calcium on the Intestinal
Association of Calcium, Phosphate, and Bile Acids. American

Gastroenterological Association. 99: 1653-1659.

54) Ulger N, Rajendram D, Yagci A, Gharbia S, Shah HN, Gulluoglu BM,
Akin LM, Demirkalem P, Celenk T, Soyletir G. (2006). The distribution of
the bft alleles among enterotoxigenic Bacteroides fragilis strains from stool

specimens and extraintestinal sites. Anaerobe 12: p.71-74.

43



55)Levin B, Raijman 1. (1995). Malignant Tumors of the Colon and Rectum.
In: Bockus Gastroenterology: Intestine. Sth ed, Eds: William S. Haubrich,
Fenton Schaffner, Henry L. Bockus. p. 1744-68.

56) Goodwin AC, Destefano Shields CE, Wu S, Huso DL, Wu X, Murray-
Stewart TR, Hacker-Prietz A, Rabizadeh S, Woster PM, Sears CL, Casero
RA Jr. (2011). Polyamine catabolism contributes to enterotoxigenic
Bacteroides fragilis-induced colon tumorigenesis. Proc Natl Acad Sci U S

A. 108(37):15354-9.

44



MARMARA UNIVERSITES] TIP FAKULTES!
ARASTIRMA ETIK KURULU

SAYL: B.30.2MAR.0.01.02/AEK/ (4 149,
ILGE:
- 05.06.2009
Sayin : Dog.Dr. Nurver ULGER
-MAR-Y(C-2009- 0217 protokol nolu * Enterotoksijenik Bacteroides fragilis

k&kenlerinde toksin geni ekspresyonuna kalsiyumun etkisinin aragtinimasr” isimli projeniz
Fakiiltemiz Arastirma Etik Kurulu tarafindan incelenerek onaylanmugtir.

Prof. Dr
Marmara
Aragtirma

r gj'IRESKENELI |
vefsitesi Tip Fakiiltesi
i 1 Bagkam




OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Nese Soyadi BALKAN
Dogum Yeri Istanbul Dogum Tarihi 15.02.1984
Uyrugu TC TC Kimlik No 15503401650
E-mail nesebalkan@hotmail.com Tel 05362114970
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Y1l
Doktora/Uzmanhk
Yiiksek Lisans
Lisans Marmara Universitesi 2007
Lise Kiigiikgekmece Lisesi 2002

Is Deneyimi (Sondan gecmise dogru siralayin)

| Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)
1. Stajyer Marmara Universitesi Hastahanesi Ekim 2008 — Subat 2009
2. Stajyer Tiibitak Subat 2008—Haziran 2008
3. Ogretmen Zihni Kiiciik 1.0.0 Ekim 2007-Subat 2008
Yabanc Dilleri Okudugunu Anlama* Konusma* Yazma*
Ingilizce iyi iyi Iyi
Arnavutga iyi Cok iyi Iyi

* Cok 1yi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Yabane Dil Sinav Notu *

KPDS |UDS IELTS | TOEFL IBT TOEFL PBT | TOEFL CBT |FCE CAE CPE

# Basarilmus birden fazla smav varsa, tiim sonuglar yazilmalidir

# KPDS: Kamu Personeli Yabanci Dil Smavi; UDS: Universiteleraras: Kurul Yabanci Dil Sinavi; IELTS: International
English Language Testing System; TOEFL IBT: Test of English as a Foreign Language-Internet-Based Test TOEFL PBT:
Test of English as a Foreign Language-Paper-Based Test; TOEFL CBT: Test of English as a Foreign Language-Computer-
Based Test; FCE: First Certificate in English; CAE: Certificate in Advanced English; CPE: Certificate of Proficiency in
English

Sayisal Esit Agirhik Sozel
ALES Puam 70.400 66.865 61.273
(Diger) Puam
Bilgisayar Bilgisi
Program Kullanma becerisi
Microsoft Office Programlari Cok iyi

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Uluslararast ve Ulusal Yayilari/Bildirileri/Sertifikalar/Odiilleri/Diger




	1
	ÖNSÖZ
	Son kopya-15_.
	20120305135453111
	OZG



