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2. Ozet
Ulseratif Kolit Hastahginda Fusobacterium nucleatum Miktarinin Tiimér

Nekroz Faktor (TNF) Alfa Tedavisi Uzerindeki Etkilerinin Arastirllmasi

Inflamatuvar bagirsak hastalig: (IBH), gastrointestinal sistemde kronik inflamasyona
sebep olan bir hastaliktir. IBH' nin iki ana formu, crohn hastaligi (CH) ve iilseratif kolit
(UK) olarak bilinir. IBH' nin nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte genetik
yatkinlik, sigara kullanimi, diizensiz mikrobiyota gibi ¢esitli faktorlerin hastaligi
tetikleyebilecegi bilinmektedir. IBH, sadece Bat1 diinyasinda degil, Orta Dogu, Asya

ve Giiney Amerika gibi yeni sanayilesmis lilkelerde de artis gostermektedir.

IBH' nin patofizyolojisinin, genetik ve cevresel faktdrler arasindaki karmasik
etkilesimlerden, bagisiklik sistemi tepkilerindeki diizensizliklerden ve bagirsak
mikrobiyotasindaki degisikliklerden kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Ulseratif kolit,
kolonda stirekli olarak mukozal inflamasyonla karakterizedir, Crohn hastalig1 ise
gastrointestinal sistemdeki béliimlerden herhangi birini etkileyebilen enflamasyona

neden olabilir.

IBH tedavisinde, antiinflamatuar ilaclar, immiinosupresif ilaglar, steroidler ve TNF
antagonistleri gibi ilaglar kullamlmaktadir. Anti-TNF ajanlar;, iIBH hastalarinda
inflamasyonun azaltilmasinda etkilidir. TNF-a, IBH' nin patogenezinde merkezi bir

rol oynayan bir sitokindir ve anti-TNF tedavisi IBH hastalarinda etkili olabilmektedir.

Insan bagirsak mikrobiyotasi, IBH' nin patogenezinde énemli bir rol oynamaktadir.
IBH hastalarinda, saglikli bireylerle karsilastirildiginda mikrobiyotanin dengesinde
degisiklikler ve azalmis biyocesitlilik gozlenmektedir. F. nucleatum, insanda agiz ve
bagirsakta ortak bulunan bir bakteridir. Patojenik potansiyeline gore IBH gelisiminde
gorev aldig1 bilinen firsat¢1 bir patojendir. UK’ 1i dokulardan elde edilen F. nucleatum
susu, insanda kolon epiteline yapisarak kolonu istila edebilir ve TNF-o sitokin

ifadesini arttirabilir.

Cahsmanin amaci; Bu proje, IBH ile bu bakteri tiirii arasindaki iliskiyi ve hastalik
aktivitesi ile iliskisini sorgulamay1 hedeflemektedir. Ayni zamanda UK ile
iliskilendirilen F. nucleatum' un TNF faktoriiyle birlikte hastalifin seyrindeki

oneminin belirlenmesi ve UK' deki hastalik aktivitesine 151k tutulmas1 amagclanmustir.
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Gerec ve Yontem; Calismada UK teshisi ile biyopsi yapilan hasta dokularindan izole
edilen DNA ve RNA orneklerinden F. nucleatum yogunlugu ve TNF-a mRNA

ekpresyon seviyeleri RT-PCR yontemi ile belirlenmistir.

Bulgular; Kontrol grubu ile karsilastirildiginda F. nucleatum yogunlugu hastalarda
anlamli olarak yiiksek bulunmustur. Anti TNF tedavisinde remisyona giren ve
tedaviye cevap vermeyen hasta grubu kendi aralarinda karsilastirildiklarinda F.
nucleatum yogunlugu tedaviye cevap vermeyen hasta grubunda anlamli olarak yiiksek
bulunmustur. Her iki hasta grubu kontol grubu ile karsilastirildiginda TNF-o mRNA
ekpresyon seviyeleri anlamli olarak yliksek bulunmustur. Remisyona giren ve tedaviye
cevap vermeyen hasta grubu kendi aralarinda karsilastirildiginda TNF-a mRNA

ekpresyon seviyelerinde artis bulunmustur ancak anlamli degildir.

Sonu¢ olarak; Fusobacterium nucleatum, ilseratif kolit hastalarinin bagirsak
dokularinda artmus diizeyde bulunur. Ulseratif kolit hastaliginin kontrol edilmesi igin
F. nucleatum ve TNF-a ile iligkili yolaklarin 6l¢iilmesi ve hedeflenmesi, ayn1 zamanda
ilseratif kolit tedavisi i¢in yeni yaklasimlarin gelistirilmesine olanak saglayabilir. Bu
mikroorganizma, bagirsak inflamasyonu ve hastaligin tedavisi tizerinde etkili olabilir.
F. nucleatum' un bagirsakta artig gostermesi, hastaligin siddetiyle iliskilendirilebilir ve
bu nedenle hedeflenmesi potansiyel bir terapotik strateji olabilir. F. nucleatum ve
TNF-o' y1 hedefleyen ilaglar veya tedaviler, iilseratif kolitin semptomlarinin
azaltilmasina, bagirsak inflamasyonunun kontrol altina alinmasina ve hastaligin
ilerlemesinin durdurulmasina yardime1 olabilir. Bu nedenle, F. nucleatum ve iliskili
yolaklarinin arastirilmasi, iilseratif kolitin daha iyi anlagilmasi ve daha etkili tedavi

stratejilerinin gelistirilmesi i¢in dnemlidir.

Anahtar Kelimeler; Ulseratif Kolit, TNF-o, Fusobacterium nucleatum, inflamatuar

Bagirsak Hastaligi
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3. Abstract

Investigating the Effects of Fusobacterium nucleatum Levels on Tumor Necrosis

Factor (TNF) Alpha Therapy in Ulcerative Colitis Disease

Introduction: Inflammatory bowel diseases (IBD) are chronic inflammatory
conditions affecting the gastrointestinal system. The two main forms of IBD are known
as Crohn's disease (CD) and ulcerative colitis (UC). Although the exact cause of IBD
is not fully understood, it is known that various factors such as genetic predisposition,
smoking, and disrupted microbiota can trigger the disease. The incidence of IBD is
increasing not only in the Western world but also in newly industrialized countries

such as the Middle East, Asia, and South America.

The pathophysiology of IBD is believed to arise from complex interactions between
genetic and environmental factors, dysregulation of immune system responses, and
alterations in the gut microbiota. Ulcerative colitis is characterized by continuous
mucosal inflammation in the colon, while Crohn's disease can cause transmural

inflammation that can affect any part of the gastrointestinal system.

In the treatment of IBD, medications such as anti-inflammatory drugs,
immunosuppressants, steroids, and TNF antagonists are used. Anti-TNF agents are
effective in reducing inflammation in IBD patients. TNF-alpha is a cytokine that plays
a central role in the pathogenesis of IBD, and anti-TNF therapy can be effective in IBD

patients.

The human gut microbiota plays a significant role in the pathogenesis of IBD. In IBD
patients, alterations in the microbiota's balance and decreased biodiversity compared
to healthy individuals are observed. F. nucleatum forms a common bacterial group in
the human oral and intestinal microbiota and is a recognized opportunistic pathogen
implicated in IBD due to its pathogenic potential. It has been shown that F. nucleatum
isolates from UC patients can adhere to and invade human colonic epithelial cells and

increase TNF-alpha cytokine expression.

The aim of this study is to investigate the relationship between this bacterial species
and IBD and its association with disease activity. Additionally, the importance of F.
nucleatum associated with UC in conjunction with the TNF factor and its impact on

the course of the disease will be determined, shedding light on disease activity in UC.
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Materials and Methods: The density of F. nucleatum and the expression levels of
TNF-alpha mRNA were determined using RT-PCR in DNA and RNA samples

isolated from biopsy tissues of patients diagnosed with UC.

Results: The density of F. nucleatum was found to be significantly higher in patients
compared to the control group. When comparing the group of patients who achieved
remission and the group that did not respond to treatment, the density of F. nucleatum
was significantly higher in the non-responsive group. Both patient groups showed
significantly higher TNF-alpha mRNA expression levels compared to the control
group. Although an increase in TNF-alpha mRNA expression levels was observed
when comparing the group achieving remission and the non-responsive group, it was

not statistically significant.

Conclusion, Fusobacterium nucleatum is increased in the intestinal tissues of
ulcerative colitis patients. Measuring and targeting F. nucleatum and its associated
pathways may provide new approaches for controlling ulcerative colitis and
developing novel treatment strategies. This microorganism may have a significant
impact on intestinal inflammation and the treatment of the disease. The increased
presence of F. nucleatum in the intestine may be associated with the severity of the
disease, making it a potential therapeutic target. Drugs or treatments targeting F.
nucleatum and TNF-alpha can help reduce the symptoms of ulcerative colitis, control
intestinal inflammation, and halt disease progression. Therefore, investigating F.
nucleatum and its associated pathways is crucial for better understanding of ulcerative

colitis and the development

Keywords; Ulcerative Colitis, TNF-a, Fusobacterium nucleatum, Inflammatory

Bowel Disease
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1. Giris

Inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBH), gastrointestinal —sistemdeki kronik
inflamasyona sebep olan bir grup bagirsak bozuklugudur. Bu hastalikta Ulseratif Kolit
(UK) ve Crohn Hastalig1 (CH) alt tiplerdir. IBH, otoinflamatuar bir hastalik olup relaps
ve remisyon doénemleriyle seyreder. Mikrobiyal dengeyi saglayan bagirsak
bakterilerindeki degisikliklerin IBH’ 1n ortaya ¢ikmasinda rol oynadig
diistiniilmektedir. Fusobacterium nucleatum, anaerobik ve gram-negatif bir bakteri
tiirii olup insan ag1z ve bagirsaklarinda bulunan bir firsat¢1 patojendir. Bu bakteri IBH'
nin patogenezinde rol oynayabilir. IBH' nin dogal seyrini degistirmek,
komplikasyonlar1 6nlemek icin gereklidir. UK' nin inflamatuvar ve siddetli
formlarinda, Timoér Nekroz Faktorii alfa (TNF-a) sitokin iiretimi Onemlidir.
Inflamatuvar sitokinler hedef alinarak bagirsak iginde etkilesim halinde olan bakteri
gruplar1 tanimlanabilir ve bu yolaktaki aktivite diizenlenebilir. UK li dokulardan izole
edilen F. nucleatum’ un patojenik suslarmin, kolon epiteline yapistigi, kolon epitel
hiicrelerine istila ettigi ve TNF-a sitokin ekspresyonunun artmasina sebep oldugu
gosterilmistir. Bu proje, IBH ile bu bakteri tiirii arasindaki iliskiyi ve hastalik aktivitesi
ile iligkisini sorgulamay1 hedeflemektedir. Ayn1 zamanda, kiiltiire edilen normal kolon
hiicre hatlarina F. nucleatum uygulanarak bu bakterinin TNF iizerindeki etkisinin
incelenmesi amaglanmistir. UK ile iliskilendirilen F. nucleatum' un TNF faktoriiyle
birlikte hastaligin seyrindeki dneminin belirlenmesi ve UK' deki hastalik aktivitesine

151k tutulmasi amacglanmaistir.
1.1. Arastirmanin Problemi

Ulseratif kolitle iliskilendirilen F. nucleatum' un TNF faktoriiyle birlikte hastaligin
seyrindeki Oneminin ne oldugu tam olarak bilinmemektedir. Bu durumun
aydinlatilmasi i¢in F. nucleatum yogunlugu ve TNF-alfa ekspresyon seviyelerinin

korelasyon gosterip gostermedigi belirlenmeye caligiimistir.
1.2. Arastirmanin Sorusu

Ulseratif kolitle iliskilendirilen F. nucleatum' un TNF faktoriiyle birlikte hastaligin
seyrindeki oneminin ne oldugu ve tedaviye verilen yanitlarin nedenlerini F. nucleatum'

un TNF faktoriiyle birlikte etkileyip etkilemedigi sorularina yanit aranmustir.



1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Inflamatuvar bagirsak hastalig (IBH), ¢evresel faktorlerin etkisiyle genetik yatkinlig
olan bireylerde ortaya ¢ikan bir bagirsak bozuklugudur. Ulseratif kolit ise bagirsagin
iltihaplanmasiyla kendini gdsteren bir IBH tiiriidiir. F. nucleatum, bagirsakta yasayan
bir firsat¢1 patojendir. Yapilan ¢alismalarda, iilseratif kolit hastalarindan izole edilen
F. nucleatum' un, bagirsak hiicrelerine yapistigy, istila ettigi ve iltihaplanmay1 artirdigi
goriilmiistiir. IBH' nin patogenezi, pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokinler
arasindaki dengenin bozulmasiyla iligkilidir. Timo6r nekroz faktorii alfa (TNF-a),
inflamatuvar bagirsak hastaliklarinda 6nemli bir rol oynar. Elde edilen sonuglar,
tilseratif kolitle iliskilendirilen F. nucleatum' un TNF faktoriiyle birlikte hastaligin
seyrindeki Onemini ve tedaviye verilen yanitlarin nedenlerini aydinlatmamiza
yardimei1 olacak, inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin tedavisine yanit veya yanitsizlik
nedenlerini anlamamizi saglayacak ve klinik uygulamalara 151k tutacak veriler

sunacaktir.

1.4. Arastirmanin Varsayimlari

F. nucleatum' un miktar1 ve TNF- o ekspresyon seviyelerindeki artig iilseratif kolit

tedavisine yanit olusturma durumunda etkilidir.
1.5. Arastirmanin Simirhliklari
Aragtirmaya sadece llseratif kolit tanis1 almis hastalar dahil edilecektir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Giincel literatiir 15181inda inflamatuvar bir hastalik olan {ilseratif kolitin, bagirsak
icerisinde yer alan Fusobakterium nucleatum ile iliskisi oldugu diisiiniilmektedir. In

vitro ve in vivo deneylerde TNF-o miktart ile iliskisi calisilmigtir.

Sunulan bu tez projesi ile beraber; karmasik, inat¢i, remisyon gdsteren ve/veya
niikseden bir kronik inflamatuvar bagirsak hastali§i olan {ilseratif kolitin, hasta
ornekleri ile ¢alisilmasi ve anti-TNF tedavisine yanit veren ve yanit vermeyen hasta
gruplart ve saglikli kontrol grubunun F. nucleatum ile iliskisi bakimindan
karsilastirilmas1 planlanmistir. Bu hastaligin  gidisatindaki ve tedavinin seyri
bakimindan rollerinin anlasilmasi ve tedavi hususunda yeni yaklasim sunulmasi

projenin amagclarindan biridir.



Elde edilen sonuglarin 1s1¢inda inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin tedaviye yanit
veya yanitsizliginin nedenini sorgulamak ve klinige 151k tutan veriler saptamak

hedeflenmistir.

Bu proje ile iilseratif kolit ile iliskilendirilen F. nucleatum’ un TNF- o ile birlikte UK’
nin seyrindeki oneminin ortaya cikartilmasi ve tedavi yanitina olumlu ve olumsuz

cevabin nedenlerine 151k tutmasi projenin diger amacini olusturmaktadir.



2. Genel Bilgiler
2.1. inflamatuvar Bagirsak Hastahklar

Inflamatuvar bagirsak hastaligi (IBH), kronik inflamasyon ile karakterize edilen bir
gastrointestinal sistem hastaligidir (Hodson, 2016). Genetik yatkinlik, sigara
kullanimi, diizensiz mikrobiyota gibi ¢esitli sebeplerin hastaligi tetikledigi bilinmesine
ragmen asil nedeni hala tam olarak bilinmemektedir (Ananthakrishnan, 2015).
Inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin iki ana formu bulunur; crohn hastaligi (CH) ve
iilseratif kolit (UK). Crohn hastalig1 (CH), yaygin olarak terminal ileum veya perianal
bolgeyi etkileyebilen transmural enflamasyona sebep olabilir. CH, UK ile
karsilastirildiginda farkli bir seyir gosterir. CH, apseler, fistiiller ve darliklar gibi
komplikasyonlarla iliskilidir. Bununla birlikte, UK, kolonda siirekli olarak mukozal
inflamasyonla karakterize edilir ve genellikle sadece kolon bolgesinde smirlidir

(Tablo1) (Abraham & Cho, 2009).
Tablo 1. Ulseratif kolit ve crohn hastalig1 karsilastirmasi

Ulseratif Kolit Crohn Hastahg

e Sadece kolonu etkiler e (Qastrointestinal sistemin herhangi

- SRk flmesen  poisml bir boliimiinii etkileyebilir

kolonun ig epitel tabakasini etkiler e Siirekli olmayan, yamali

o Semponls  vermmlile, @i inflamasyon, bagirsak duvarinin

rektal kanama, tenesmus, acil i e bir katmanini
proktit, ishal, karin krampi, etkileyebilir
yapisal semptomlar e Semptomlar: karmn agrisi, ates,

bagirsak  tikanikliginin - klinik
belirtileri veya kan veya mukus

gecisi ile ishal

2.2. inflamatuvar Bagirsak Hastah@ Epidemiyolojisi

IBH' nin patogenezinin, konagm genetik duyarliligi, bagirsak mikrobiyotasi, diger

cevresel faktorler (diyet, sigara ve fizyolojik stres) ve immiinolojik anormallikler ile



iliskili oldugu ileri siiriilmektedir (Guan, 2019). Geleneksel olarak iBH, Bati
diinyasinin bir hastalig1 olarak kabul edilmistir; ancak, son yirmi yilda yapilan
arastirmalar, Orta Dogu, Asya ve Giiney Amerika' daki yeni sanayilesmis tilkelerde

insidansin hizla arttigin1 gostermistir (Ng vd., 2017).

IBH son yillarda kiiresel olarak artis gostermektedir. 1990 yilinda 3,32 milyon tahmini
vakaya ve 2019 yilinda 4,90 milyon vakaya ulagsmistir ve bu 1990 ile 2019 arasinda
%47,45' lik bir artisa karsilik gelmistir (Wang vd., 2023).

2.2.1. inflamatuvar Bagirsak Hastahg Patogenezi

IBH' nin patogenezinde cevresel faktdrlerin énemli bir rol oynadigina siiphe yoktur.
Sigara, diyet, ilaglar, cografya, stres dahil bir ¢cok faktdr IBH igin risk faktorii olarak
kabul edilir (Zhang & Li, 2014).

IBH ile iliskili 200 den fazla duyarli gen lokusu belirlenmis olup bu genlerin 30 tanesi
tilseratif kolite 6zgii, 41 tanesi crohn hastaligina 6zgii ve yaklasik 137 tanesi hem crohn

hastalig1 hem de iilseratif kolit ile iligkilidir(Flynn & Eisenstein, 2019) .

IBH' nin genetik ve ¢evresel unsurlar arasindaki son derece karmasik bir etkilesimden,
diizensiz bagisiklik tepkilerinden ve mikrobiyomdaki degisikliklerden kaynaklandigi
ve bu faktdrlerin higbirinin tek basina hastaliga neden olamayacagi seklinde yaygin

bir inan¢ mevcuttur. (Zhang & Li, 2014).

2.2.2. Crohn Hastahg

Crohn hastalig1 (CH), gastrointestinal sistemin herhangi bir bolimiini etkileyebilir.
Kroniklesen ve tekrarlayan bir inflamatuar bagirsak hastaligidir. CH, genellikle 15 —
30 yaslar1 arasinda ortaya ¢ikar. CH semptomlari karin agrisi, kanli veya kansiz ishal,

ates, kilo kayb1 olabilir. (Laass vd., 2014).

2.2.3. Ulseratif Kolit

Ulseratif kolit (UK) IBH’ nin baslica iki formundan biridir. UK rektumda baslayarak
kolonda proksimal siirekli sekilde uzanan mukozal inflamasyon ile karakterize edilir
(Hibi & Ogata, 2006; Ungaro vd., 2017). UK’ de inflamasyon tipik olarak mukozal
tabaka ile siirhidir, bagirsak duvarinda yiizeysel hasara sebep olur. UK’ de kesin

patogenez hala bilinmese de diizensiz bagisiklik tepkisi, bagirsak mikrobiyotasi,



genetik yatkinlik ve cevresel faktorlerin hastaligin patogenezinde rol oynadigi

diisiiniilmektedir (Hibi & Ogata, 2006).

UK, kolon tutulumunun derecesine gore 3 ana formu vardir: proktit, sol kolit ve yaygin
kolit. Proktit hastalarin %30 — 60' 11 etkiler ve semptomlar arasinda rektal kanama,
tenesmus ve sikigma yer alir. Sol kolit hastalarin %16 — 45" ini etkiler ve bu hastalarda
ishal ve karin kramplarina ek olarak proktit semptomlari goriiliir. UK' nin en travmatik
sekli, hastalarin %15 — 35' ini etkileyen yaygin kolittir. Bu form, yapisal semptomlar,
yorgunluk ve atese ek olarak sol kolitin tiim semptomlarin1 gésterebilir (D. Liu vd.,

2022). (Sekil 1)

Proktit Sol Kolit Yaygin kolit

Sekil 1. Kolon tutulum derecesine gore iilseratif kolit (Ungaro vd., 2017)

2.2.3.1. Ulseratif Kolit Patofizyolojisi

Ulseratif kolitin (UK) patofizyolojisine bircok faktdér katkida bulunur. Bagirsak
mikrobiyotasi, kisa zincirli yag asitlerinde bir azalma ile gdsterilen, azalmis ¢esitlilik
ve metabolik profilde bir degisiklik gosterir. Mikrobiyotadaki degisiklikler ve azalan
mukus tabakasi, mikrobiyotanin epiteliyal bariyere yaklagmasini kolaylastiran bir
bariyer ihlali ile sonuglanir. Bagirsak epiteli, apoptotik odaklar ve siki baglanti
proteinlerinin ekspresyonunun degismesi nedeniyle bozulur, bdylece daha fazla
mikrobiyotanin bariyeri gegmesine izin vererek makrofajlar1 ve antijen sunan hiicreleri
(APC' ler) aktive eder ve sonucta notrofilleri ¢eken kemokinlerin ekspresyonu ile
sonuclanir. Notrofiller, hiicre dis1 nétrofil tuzaklar olusturarak hiicresel tepkinin ilk
strasini olustururlar ve bagisiklik hiicreleri, kan damari endoteli tarafindan ifade edilen
adezyon molekiiliine baglanarak sizar. Makrofajlara olgunlasan sizan monositler,
tiimor nekroz faktorii (TNF), interlokin (IL) ailesinden IL-12, IL-23 ve IL-6 lireterek

tip 1 T helper (THI) hiicrelerinin polarizasyonuna neden olur. Ek olarak, epitelden
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tiiretilen IL-36y, diizenleyici T (Treg) hiicrelerini inhibe eder ve IL-9 iireten T helper
(TH9) hiicrelerinin polarizasyonunu indiikler ve IL-36' nin fibrogenez genlerini
indiikledigi gosterilmistir. Ayrica, dogal 6ldiiriicii (NK) T hiicreleri tarafindan salinan
IL-13"iin bariyer islev bozukluguna katkida bulundugu gosterilmistir (Kobayashi vd.,
2020). (Sekil 2)

Colonic lumen Gut microbiota
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Sekil 2. Ulseratif kolit patofizyolojisi (Kobayashi vd., 2020)

2.2.3.2. Ulseratif Kolit Tedavi Yontemleri

Ulseratif kolitte tibbi tedavide ulasilabilmek istenen esas konu, kisa siirede remisyonu
gerceklestirmek, yasam kalitesini bir standarda oturtmak, uzun zamana yayilan steroid
kullanim ihtiyacini diisiirmek, hastaligin ve tedavide tercih edilen ilaglarin istenmeyen

durum ve yan etkilerini gidermektir (Rubin vd., 2019).

2.2.3.3. Anti-TNF

Crohn hastaliginda (CH) yiikselen ve bu hastalikta graniilom gelisiminden sorumlu
olan anahtar bir sitokin olan TNF, UK' 1i hastalarda da yiikselir. Ek olarak, TNF' nin
bagirsak bariyer direncinde 6nemli bir diisiise neden oldugu gosterilmistir ve bu
nedenle, lamina propriada iiretilen TNF, UK icin karakteristik olan bir bariyer
kusuruyla sonuglanir. Gergekten de caligmalar, anti-TNF tedavisinin CH' 1i bir hasta
alt grubunda ve UK' i hastalarda etkili oldugunu gostermistir (Kobayashi vd., 2020).
Proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokinlerin dengesi, inflamatuvar barsak

hastaliklarinin patogenezindeki en merkezi mekanizmadir. Tiimor nekroz faktorii alfa
7



(TNF a), inflamatuvar bagirsak hastaliklarinin patogenezinde ¢ok énemli rol oynayan
bir sitokindir. Hastaligin seyrininin degistirilmesi ile hastalik komplikasyonlarimin
onlenmesi miimkiidiir. Inflamatuvar ve agir UK hastalar1 i¢in mevcut tedaviler,
inflamasyon Onleyici ajanlar, immiinosupresif ilaglar, steroidler ve inflamatuvar
sitokinleri (6ncelikle TNF) hedefleyen biyolojik maddeleri kullanarak inflamasyonu
kademeli olarak azaltmayi amaglar (Allez vd., 2010). TNF antagonistlerinin (anti-

TNF) siddetli aktif iilseratif koliti olan hastalarda etkili oldugu gdsterilmistir.

TNF, programli inflamasyon siirecinin bir pargasi olan hiicre sinyal proteinlerinden
biridir ve bagisiklik hiicrelerinin diizenlenmesinde gorev alir. Endojen bir pirojen
olarak, TNF atesi tetikleyebilir, apoptotik hiicre oOliimiinii uyarabilir, kaseksi
gelisimine neden olabilir, inflamasyonu indiikleyebilir ve tiimorogenezi ve viral
replikasyonu engelleyebilir. Ayrica, sepsis gibi durumlarda IL-1 ve IL-6 {ireten
hiicreler araciligiyla sepsise yanit olusturabilir. (Swardfager vd., 2010). Ayn1 zamanda
TNF alzheimer, kanser, sedef hastaligi ve IBH gibi ¢esitli hastaliklarda gorev
almaktadir (Brynskov vd., 2002).

TNF-a’ nin dzellikle IBH immiinopatogenezinde merkezi bir rolii vardir. Bu sitokin,
birgok gram negatif ve pozitif bakteri, lipopolisakaritler, IL-2 gibi uyaranlarla birlikte
biiylik dl¢lide makrofajlar tarafindan iiretilir (Danese, 2008) ve reseptore baglanarak
etki gdsterir (Watts, 2004). IBH tedavisinde yararlanilan anti-TNF ajanlar, TNF' ye
karst hedeflenen monoklonal antikorlar olarak genetik miihendislik yontemiyle
tiretilir.  Anti-TNF ajanlari, remisyon baglatma silirecinde ve remisyonun

stirdliriilmesinde 6nemli bir yere sahiptir (Clark vd., 2007).

2.2.4. inflamatuvar Bagirsak Hastahg ve Mikrobiyota

Insan bagirsak mikrobiyotas1, bakteri, mantar, viriis vb. dahil olmak iizere yaklasik
100 trilyon farkli mikrobiyal organizmadan olusur (Nishida vd., 2017). Bagirsak
mikrobiyotasinin bilesimindeki ve islevindeki degisiklikler, bagirsak mikrobiyomu
disbiyozu olarak adlandirilan ve IBH dahil gesitli hastaliklarla iligkilendirilen dengesiz
bir mikrobiyotaya yol agar (Khan vd., 2019). Simdiye kadar IBH' nin kesin nedeni tam
olarak anlasilamamistir (Somineni & Kugathasan, 2019), ancak onceki ¢alismalar,
bagirsak mikrobiyota degisikliklerinin bununla iligkili oldugunu 6ne stirmiistiir (Hyun,

2021).



IBH> i hastalar ile saglikli bireyler karsilastirildiginda, hasta grubunda
antiinflamatuvar kapasiteye sahip bakterilerin azalmasi ve inflamatuvar kapasiteye

sahip bakterilerin artis1 gozlenmektedir (Frank vd., 2007).

CH ve UK' deki bagirsak florast hem iltihapli hem de iltihapsiz segmentlerde
incelenmis ve IBH hastalarinda saglikli kontrollere kiyasla disk1 mikrobiyomunda
onemli dl¢iide azalmis biyogesitlilik oldugunu belirlenmistir. Ayn1 zamanda IBH
hastalarinda mikrobiyotanin saglikli bireylere gore daha kararsiz oldugu bulunmustur

(Andoh vd., 2011).

Insan bagirsak mikrobiyotasmin 500-1000 farkli bakteri tiirii igerdigi tahmin
edilmektedir; Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria ve Actinobacteria en belirgin
dort filumdur (Mentella vd., 2020). Tir diizeyinde, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis , Enterococcus faecium , Veillonella spp. ve Streptococcus spp.
ince bagirsakta zengindir ve IBH ile iliskilidir (Ruigrok vd., 2021). IBH hastalarmin
remisyonu ve alevlenmesi sirasinda, Clostridium coccoides, Faecalibacterium
prausnitzii ve Clostridium leptum' da 6nemli azalmalar gézlemlenmistir (Duboc vd.,
2013). Ayrica aragtirmalar Roseburia hominis' in azaldigimi, Clostridium ramosum,

Ruminococcus gnavus ve Escherichia coli' nin (E. coli ) IBH hastalarinda arttigini

gostermektedir (S. Liu vd., 2021; Yang vd., 2021).

Bir periodontal patojen olan Fusobacterium nucleatum da bagirsakta rezervuarlara
sahiptir ve bagirsak hastaliklarinda rol oynayabilir. Bununla birlikte, UK
patogenezindeki rolii belirsizdir (Lin vd., 2023).

2.2.4.1. Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum)

Bagirsak icindeki mikrobiyal dengeyi diizenleyen bakterilerdeki degisikliklerin, IBH
gelisiminde 6nemli rol oynadig1 diistintilmektedir. F. nucleatum anaerobik ve gram-
negatif bir bakteri tiirlidiir ve insan agiz ve bagirsaklarinda ortak olarak bulunur. Bu
bakterinin, viicutta patojenik potansiyele sahip olan bir firsat¢1 patojen olarak IBH’ de
rol oynadig1 bilinmektedir. (Polak vd., 2009). F. nucleatum, E-cadherin' e baglanir ve
kanser baslangicini, proliferasyonunu, istilasini, niiksiinii ve kemorezistansini
desteklemek icin TLR4/MY D88 yolunu, NF-kB, otofaji veya Wnt yollarini aktive eder
(Chen vd., 2017; Rubinstein vd., 2013a). Bununla birlikte, iilseratif kolitteki F.
nucleatum' un potansiyel etkileri ve mekanizmalari heniiz incelenmemistir (Lin vd.,

2023).



3. Gere¢ ve Yontem
3.1. Arastirma Evreni ve Orneklem

Glinlimiizde 6nemli bir inflamatuvar bagirsak hastaligi olan ilseratif kolit 10
yetiskinde bir ortaya c¢ikabilme potansiyeli olan multifaktoriyel bir hastalik
niteligindedir. Yapilan ¢aligmalar neticesinde F. nucleatum seviyesinin, sz konusu
hastalikla baglantis1 gosterilmistir. Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji
Anabilim Dal1 poliklinigi’ ne bagvuran ve gastroenteroloji hekimleri tarafindan TNF-
o cevabina gore kategorize edilen TNF-a cevap veren ve TNF-a cevap vermeyen
hastalarin ve saglikli kontrol grubunun ilgili biyopsi 6rneklerinden formalinle fikse
edilerek hazirlanmis parafine gomiilii (FFPE) dokular elde edilmis ve F. nucleatum
genomik DNA’ s1 QIAamp DNA FFPE Doku Kiti (Qiagen) kullanilarak elde
edilmistir. TNF-a pozitif ve TNF-a negatif hastalarin ve kontrol grubunun ilgili
biyopsi 6rneklerinden FFPE dokulardan “RNeasy FFPE Kit” araciligi ile total RNA
elde edilmis ve miktar ve saflikta belirlenmis, istenen kalitedeki RNA’ lardan cDNA
cevrimi “QuantiTect Reverse Transcription Kit” ile gerceklestirilmis ve anlatim
profilleri Roche LightCycler 480 II qRT-PCR cihazinda ¢aligilarak

degerlendirilmistir. 2-44¢T

normalizasyon degerleri baz alimarak degerlendirildikten
sonra, reaksiyon sonuglar1 uygun araliklar dahilinde ve F. nucleatum ile baglantili TNF
gruplar1 saptanmasi hedeflenmis ve buradan elde edilen veriler ve bulgularin tani ve

tedavi i¢in literatiire ve uygulamaya iliskin biyobelirte¢ sunabilecegi dngoriilmiistiir.

3.2. Arastirmanin Degiskenleri

Calismamizda yer alan TNF tedavisine yanit gésteren hastalar ¢alismanin “bagimsiz
degiskeni” ni, s6z konusu olgulardan incelenen anti-TNF expresyonu ve F. nucleatum

miktar1 “bagimli degisken” grubunu olusturmaktadir.

TNF-a tedavisine yanit gdstermeyen hastalar ¢calismanin “bagimsiz degiskeni” ni, s6z
konusu olgulardan incelenecek olan anti-TNF expresyonu ve F. nucleatum miktari

“bagimli degisken” grubunu olusturmaktadir.

Kontrol grubumuz caligmanin “bagimsiz degiskeni” ni, s6z konusu olgulardan
incelenecek olan anti-TNF expresyonu ve F. nucleatum miktar1 “bagimli degisken”

grubunu olusturmaktadir.
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3.3. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Ege Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali
Ekim 2022- Ekim 2023

3.4. Veri toplama Araclar ve Uygulamalari

Calismada Ulseratif Kolit (UK) ile ilskili hasta gruplar1 olarak TNF-a tedavisine cevap
veren (n=10), TNF-a tedavisine cevap vermeyen (n=10) ve gastroenteroloji anabilim
dalina gelen rutin biyopsileri gergeklestirilen {ilseratif kolit bakimindan saglikli

kontrol grubu (n=10) olmak iizere, {i¢ grup seklinde toplanmastir.

Parafine gomiilii bloklar seklinde alinan iilseratif kolitli TNF-a cevap veren, iilseratif
kolitli TNF-a cevap vermeyen ve kontrol grubu oOrneklerinden Fusobakterium
nucleatum DNA izolasyonlart QIAamp DNA FFPE Doku Kiti (Qiagen) kullanilarak
gerceklestirilmistir. UK TNF cevabi i¢in RNA izolasyonlar1 “RNeasy FFPE Kit”
aracilig1 ile kit protokoliine gore gerceklestirilmis, elde edilen RNA 6rneklerinin
konsantrasyonu ve safliklar1 Nanodrop cihazinda 6l¢iilerek uygun konsantrasyonda
bulunan RNA’larin ¢cDNA’ ya doniistiiriilmesi “QuantiTect Reverse Transcription
Kit” ile gerceklestirilmistir. Custom RT? Profiler PCR Arrays vasitasi ile qRT-PCR
yontemiyle secilen TNF-a geninin mRNA ekspresyon degisimleri LightCycler 480
cihazinda tespit edildikten sonra “Qiagen GeneGlobe Data Analysis Center/ PCR/
gene expression analysis” (GeneGlobe Data Analysis Center | NGS & PCR Analysis
Tools | GeneGlobe, t.y.) sistemi kullanilarak anlamli olanlar belirlenmis ve Student’s
t testi ile analiz edilmistir. Bu ¢alismalar ile Ulseratif Kolit hastaligina sahip olgularda
F. nucleatum varliginda TNF-a etkinliginin Ulseratif kolitle olan iliskisinin

aciklanmasi planlanmistir.

3.5. Veri analizi

Inflamatuvar bagirsak hastaliklarindan iilseratif kolitin aydinlatilabilmesi icin ¢alisma
grubumuz TNF-a cevap veren (n=10) ve TNF-a cevap vermeyen (n=10) iilseratif kolit
tanili olgularda ve iilseratif kolit bakimindan saglikli kontrol grubu (n=10)
gruplarindan olusmustur. S6z konusu 3 degiskenli hasta gruplar1 “Ege Universitesi T1p
Fakiiltesi, Gastroenteroloji Anabilim Dal1 poliklinigi’ ne bagvuran ve gastroenteroloji

hekimleri tarafindan TNF-a cevabina gore kategorize edilen TNF-a cevap veren ve
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TNF-a cevap vermeyen hastalarin ve kontrol grubunun ilgili dokular1 formalinle fikse

edilmis parafine gomiilii biyopsi 6rneklerinden alinmistir.

Calisamada kullanilan hastalardan ve kontrol grubundan alinan biyopsi ornekleri,
parafin bloklarindan F. nucleatum genomik DNA’ s1, qPCR testi ile tayin edilmistir.
TNF-o. mRNA ekspresyon diizeylerini incelemek adina qRT-PCR yoOntemiyle
LightCycler 480 kullanilmistir. qRT-PCR analizlerinin etkinligini teyit etmek i¢in 4
logaritmik fazda standart seri ve erime egrisi analizleri yapilmistir.

Gen anlatim profillleri 2-44¢T

normalizasyon degerlerine gore yorumlanmistir.
Reaksiyon sonuglari incelenerek anlamli araliklar ve F. nucleatum ile
iliskilendirilebilir TNF gruplar tespit edilmesi hedeflenmis ve bunun i¢in web bazli
yazilim olan “Qiagen GeneGlobe Data Analysis Center/ PCR/ gene expression
analysis” (GeneGlobe Data Analysis Center | NGS & PCR Analysis Tools |
GeneGlobe, t.y.) sistemi kullanilmigtir. Olgularin karsilastirilmasi i¢in Student’s t testi

yapilmis ve p <0.05 anlamli kabul edilmistir.

3.6. Arastirma etigi

Ege Universitesi Tibbi Arastirmalar Etik Kurulu’ undan (TAEK) 20-4.1T/17 numarali

izin belgesi bulunmaktadir.
3.7. Olgu Grubu

Ulkemizde inflamatuvar bagirsak hastaliklarindan {ilseratif kolitin aydinlatilabilmesi
icin ¢galismamizda hasta gruplar1 olarak TNF-a tedavisine cevap veren (n=10), TNF-a
tedavisine cevap vermeyen (n=10) ve gastroenteroloji anabilim dalina gelen rutin
biyopsileri gerceklestirilen iilseratif kolit bakimindan saglikli kontrol grubu (n=10)
calisma grubumuzu olusturmustur. S6z konusu 3 degiskenli hasta gruplart Ege
Universitesi Tip Fakiiltesi, Gastroenteroloji Anabilim Dali Poliklinigi’ ne bagvuran ve
gastroenteroloji uzmanlar tarafindan TNF-a cevabina gore kategorize edilen TNF-a
cevap veren ve TNF-a cevap vermeyen hastalarin ve kontrol grubunun ilgili dokular

formalinle fikse edilmis parafine gémiilii biyopsi 6rneklerinden alinmistir.

Histopatolojik ve endoskopik olarak Ulseratif Kolit tanis1 konmus ve en az 6 ay takip
olan, tedavi cevapsizligi nedeniyle biyolojik tedavi baglanmis ve kontrol amagh
kolonoskopi yapilarak biyopsi alinmis hastalara iliskin daha 6nce alinmis parafine

gomiilii doku ornekleri ¢alismaya alinmastir.
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Kontrol grubuna kollajenoz kolit, anemi etiyo, polip siirveyans nedeniyle kolonoskopi
yapilmis ve biyopsi alinmig herhangi bir patoloji saptanmamis hastalar dahil edilmistir.

Olgularin dislanma kriterleri Tablo 2’e verilmistir.

Tablo 2. Olgu ve kontrol grubu diglama kriterleri

Olgu Grubu Dislanma Kiriterleri Kontrol Grubu Dislanma Kriterleri

x 18 yas alt1 x 18 yas alt1

x 80 yas ustii Sy Tl

x  Crohn hastalig1 veya indetermine © Kolowodiopls o Gres

Kolit tams1 olmak bilinen antibiyotik kullanimi

x UK icin biyolojik tedavi harici | < 14rama  amach  yapilan

tedaviler aliyor olmak kolonoskopide alinan biyopside

x 6 aydan kisa hastalik siiresi P99, 1 sl ol

x  Kolonoskopik islem  Oncesi x Caligmaya katilmaya goniilli
bilinen antibiyotik kullanimi1 olmamak

x  Calismaya katilmaya gonilli

olmamak

3.8. Total DNA Ekstraksiyonu

Olgularin ve kontrol grubunun formalinle fikse edilmis parafine gomiilii biyopsi
orneklerinden 5 um’lik 5 — 8 kesitin total DNA izolasyonlar1 “QIAamp DNA FFPE
Doku Kiti (Qiagen)” ile kit manueline gore gerceklestirilmistir (Sekil 3).

Uygulanan basamaklar su sekildedir;

Baslamadan 6nce ksilol 60°C’ ye 1sitilir.

l. Dokuya 1000 pL ksilen eklenir, vortex yapilir.
2. 3500 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapulir.

3. Supernatant atilir.

13



4. Pelletin iizerine 500 pL ksilen, 500 pL etil alkol (%96lik) eklenir, vorteks
yapilir.

5. 3500 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapilir.

6. Supernatant atilir.

7. Pelletin tizerine 1000 pL etil alkol eklenir, vorteks yapilir.

8. Tam hizda (14000 rpm) 2 dakika santrifiij yapilir.

9. Supernatant1 atilir, oda sicakliginda etil alkoliin ugmasini beklenir.

10. Pellete 180 pL Buffer ATL ve 20 pL proteinaz K eklenir, vorteks yapilir.
11.  56°C’ de 90 dakika inkiibasyona birakilir.

12.  90°C’ de 90 dakika inkiibasyona birakilir.

13. Inkiibasyondan sonra damlalar1 temizlemek i¢in kisa bir santrifiij yapilir.

14. Ornege 200 uL AL tamponu eklenir, vorteks yapilir. Ardindan 200 pL etanol

eklenir ve tekrar vorteks yapilir.
15.  Kisa bir santrifiij yapilir.

16. Lizatin tamami1 QIAamp MinElute kolonuna aktarilir. Kapak kapali 10.000
rpm’de 1 dakika santrifiij yapilir. Kolon yeni bir toplama tiipiine yerlestirilir.

17.  QIAamp MinElute kolonuna 500 pl Buffer AW1 eklenir. 10.000 rpm’ de 1

dakika santrifiij yapilir. Kolon yeni toplama tiipiine yerlestirilir.

18. QIAamp MinElute kolonuna 500 ul Buffer AW2 eklenir. 10.000 rpm’ de 1

dakika santrifiij yapilir. Kolonu yeni toplama tiipiine yerlestirilir.
19.  Membrani tamamen kurutmak i¢in 3 dakika 14.000 rpm’ de santrifiij yapilir.

20.  Kolon temiz ependorfa yerlestirilir. Kolona 40 uL. ATE buffer eklenir. Kapagi
kapali 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.

21. 1 dakika 14.000 rpm’ de santrifiij yapilir.

Izolasyon tamamlandiktan sonra orneklerin DNA konsantrasyonlar1 nanodrop

(Spectrophotometer ND-1000) cihazinda ol¢iilmiistiir.
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QIAamp DNA FFPE doku prosediirii

@ Parafinin uzaklagtirilmasi

!

@ Lizis
@ Isit

DNA baglanmast

Yikama

Eliisyon

Kullanima hazir DNA

Sekil 3. DNA izolasyonu agamalari
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3.9. Total RNA Izolasyonu

Olgularin ve kontrol grubunun formalinle fikse edilmis parafine gomiilii biyopsi
orneklerinden 5 um’ lik 5 — 8 kesitin total RNA izolasyonlar1 “RNeasy FFPE Kit” ile

kit manueline gore gergeklestirilmistir (Sekil 4).
Uygulanan basamaklar su sekildedir;

Baslamadan once ksilolii 60°C’ ye 1sitilir.

l. Dokuya 1000 pL ksilen eklenir, vorteks yapilir.
2. 10.000 rpm 2 dakika santrifiij yapilir.

3. Supernatant atilir.

4. Pelletin iizerine 500 pL ksilen, 500 pL etil alkol (%96lik) eklenir, vorteks
yapilir.

5. 10.000 rpm’ de 2 dakika santrifiij yapilir.

6. Supernatant atilir.

7. Pelletin tizerine 1000 pL etil alkol eklenir, vorteks yapilir.

8. 14.000 rpm’ de 2 dakika santrifiij yapilir.

9. Supernatant atilir, oda sicakliginda etil alkoliin ugmasi beklenir.
10. Daha sonra 150 uL Buffer PKD eklenir ve vorteks yapilir.

11. 10.000 rpm 1 dakika santrifiij yapilir.

12.  Pellet uzaklastirilir, supernatant ile devam edilir. Supernatanta 10 pL proteinaz

K eklenir ve pipetaj yapilir.

13. 56°C’ de 15 dakika inkiibasyona birakilir. Daha sonra 80°C’ de 15 dakika

inkiibasyana birakilir.

14.  Numune buz iizerinde 15 dakika inkiibasyona biralilir. Daha sonra 13.500 rpm’
de 15 dakika santrifiij yapilir.

15. Siipernatant yeni temiz santrifiij tiipline aktarilir, iizerine 16 pL DNase Booster

Buffer ve 10 pL DNase eklenir.

17. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona birakilir. Inkiibasyondan sonra

tizerine 320 pL Buffer RBC eklenir.
16



19.  Numuneye 720 pL %100’ liikk etanol eklenir ve pipetaj yapilir.

20. 700 pL’ lik numune kolona aktarilir. 10.000 rpm’ de 15 sn santifiij yapilir.

Ependorftaki numune bitene kadar bu adimi tekrarlanir.

21. Toplama tiiplindeki siv1 bosaltilip yeniden kullanilir. Kolona 500 pL Buffer
RPE eklenir. 10.000 rpm 1 dakika santrifiij yapilir. Stvi atilir toplama tiipiinii yeniden

kullanilir.

22. Kolona tekrar 500 uL Buffer RPE eklenir. 10.000 rpm 1 dakika santrifiij

yapilir. Toplama tiipilinii atilir.

23.  Kolon yeni toplama tiipiine yerlestirilir. Dondiirme kolonunun kapagi agik

olacak sekilde 14.500 rpm’ de 5 dakika santrifiij yapilir.

24, Kolon 1.5 ml toplama ependorfa yerlestirilir. Kolon membranina 10 uL RNaz

free water eklenir ve 14.500 rpm’de 1 dakika santrifiij yapilir.

[zolasyon tamamlandiktan sonra Orneklerin RNA konsantrasyonlart nanodrop

(Spectrophotometer ND-1000) cihazinda ol¢iilmiistiir.
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RNeasy FFPE Prosediiru

Parafinin uzaklastirilmasi

Lizis, Proteinaz K

eklenmesi

Buffer RBC ve

etanol eklenmesi

Kolona baglanma

Total RNA

Yikama

1Al

&P

s
L Eltisyon
¥—_Saflagtirilmis RNA

Sekil 4. Total RNA izolasyonu asamalart
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3.10. DNA ve RNA Miktar ve Saflik Ol¢iimii

Elde edilen DNA ve RNA izolasyon Orneklerinin konsantrasyonlari ve safliklar
260/280 nm dalga boyu ve 230/260 nm dalga boyunda absorbanslarinin 6l¢iilmesi ile
saptanmustir. Saflik dl¢timleri 6rneklerden 1-1,5 pL kullanilarak Nanodrop cihazinda

yapilmistir.

3.11. Komplementer DNA (cDNA) Sentezi

Uygun kalitedeki RNA’ lardan cDNA sentezi “QuantiTect Reverse Transcription Kit”
ile kit manueline gore yapilmistir.

Uygulanan basamaklar su sekildedir;

1. Sablon RNA buz iizerinde ¢oziiliir.
2. Tabloya gore soguk blok iizerinde genomik DNA eliminasyon reaksiyonu
hazirlanir (Tablo 3).

Tablo 3. Genomik DNA eliminasyon reaksiyonu bilesenleri

Bilesenler Hacim
gDNA Wipeout Buffer, 7x 2 ul
Sablon RNA (1 pg’a kadar) Degisken
RNAZz free water Degisken
Toplam Reaksiyon Hacmi 14 pl

3. Elde edilen miks 42°C' de 2 dakika inkiibe edilir, ardindan hemen soguk blok

uzerine alinir.

4. Ters transkripsiyon ana karigimini Tabloya gore buz iizerinde hazirlanir.
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Tablo 4. Reverse- transkripsiyon reaksiyon bilesenleri

Bilesen Hacim/reaksiyon

Reverse- transkripsiyon master mix

Quantiscript Reverse Transkriptase I ul
Quantiscript RT Buffer, 5x 4 ul
RT Primer Mix I ul
Sablon RNA
Genomik DNA eliminasyon reaksiyonu 14 ul
Toplam reaksiyon hacmi 20 pl
5. Ters transkripsiyon ana karistmini iceren her tiipe adim 3' te elde edilen

karisimdan (14 pl) eklenir.

6. 42°C' de 15 dakika inkiibe edilir. Ardindan Quantiscript Ters Transkriptazi
inaktive etmek i¢in 95°C' de 3 dakika inkiibe edilir.

Elde edilen komplementer DNA’lar PCR reaksiyonu i¢in -20°C' de saklanir.
3.12. Fusobacterium nucleatum RT-PCR Analizi
Gergek zamanli PCR 10 pL toplam hacimde bir araya getirilerek gerceklestirilmistir.

Genin anlatimlari, “Sybr-Green I”” boya kullanilarak belirlenmistir. RT-PCR analizi

LightCycler 480 (Roche) cihazi ile gergeklestirilmistir.

Kullanilan primer sekanslar asagidaki gibidir:

F. nucleatum ileri primer, 5'- ATTTACACCATGTTGTCCTAATGC-3’
F. nucleatum ters primeri, 5'- CCAGCAGGTAAAGCGAACC-3’

F. nucleatum RT-PCR analizi PCR reaksiyon bilesenleri Tablo 5’te, PCR kosullar1

Tablo 6°da verilmistir.
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Tablo 5. PCR reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Hacim

Sybr-Green | 5uL

Ileri primer 1 uL

Geri primer 1 uL

Niikleaz igermeyen su 1 uL

DNA 2 ulL

Toplam 10 nL

Tablo 6. PCR reaksiyon kosullar

Islem basamag LC480 cihaz ayarlar Ramp Rate (°C/s)

Denatiirasyon 95°C 10 dk 4,40

Amplifikasyon 45 amplifikasyon dongiisii iginde;
95°C 10 saniye 4,40
57°C 15 saniye 2,20
72°C 15 saniye 4,40

Erime egrisi analizi 95°C 10 saniye 4,40
50°C 10 saniye 2,20
50°C (Acquisition Mode:Devamli) 0,3
80°C (Acquisition Mode:Devamli) 0,3

Sogutma 40°C 30 saniye 2,2
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Amplification Curves

26,485

23,985

21.485]
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¢
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Fluoressen

8,985

E 485

3,888

1.488

Cycles

Sekil 5. LightCycler 480 (Roche) cihazi ile gerceklestirilen RT- PCR analiz
goruntisu

3.13. TNF Alfa cevaphlhi@1 /cevapsizh@min F. nucleatum iizerindeki
ekspresyonlarinin qRT-PCR analizi
Gergek zamanli PCR 10 pL toplam hacimde bir araya getirilerek gergeklestirilmistir.

Genin anlatimlari, “Sybr-Green I” boya kullanilarak belirlenmigtir. RT-PCR analizi

LightCycler 480 (Roche) cihazi ile gergeklestirilmistir.

Kullanilan primer sekanslar asagidaki gibidir:

TNF-a ileri primeri, 5'- CAGCCTCTTCTCCTTCCTGAT -3'

TNF-a ters primeri, 5'- GCCAGAGGGCTGATTAGAGA -3

RNUG6 ileri primeri, 5'- CTCGCTTCGGCAGCACATATAC -3
RNUG6 ters primeri, 5'- AATGGAACGCTTCACGAATTTGC -3'
GAPDH ileri primeri, 5'- TGACAACTTTGGTATCGTGGAAGG -3'
GAPDH ters primeri, 5'- CCAGTAGAGGCAGGGATGATGTTC -3'

TNF Alfa cevapliligi /cevapsizliginin F. nucleatum tizerindeki ekspresyonlarinin qRT-
PCR analizi PCR reaksiyon bilesenleri Tablo 7’de, PCR kosullar1 Tablo 8’de
verilmistir.
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Tablo 7. PCR reaksiyon bilesenleri

Bilesenler Hacim

Sybr-Green | 5uL

Ileri primer 1 uL

Geri primer 1 uL

Niikleaz igermeyen su 1 uL

cDNA 2 ul

Toplam 10 nL

Tablo 8. PCR reaksiyon kosullar
Islem basamag L.C480 cihaz ayarlan “Ramp Rate”
(°Cls)

Denatiirasyon 95°C 10 dk 4,40

Amplifikasyon 45 amplifikasyon dongiisii iginde;
95°C 10 saniye 4,40
57°C 15 saniye 2,20
72°C 15 saniye 4,40

Erime egrisi analizi 95°C 10 saniye 4,40
50°C 10 saniye 2,20
50°C (Acquisition Mode:Devaml) 0,3
80°C (Acquisition Mode:Devamli) 0,3

Sogutma 40°C 30 saniye 2,2
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3.14. istatistiksel Analiz

qRT-PCR analizlerinin etkinligini teyit etmek i¢in 4 logaritmik fazda standart seri ve
erime egrisi analizleri yapilmistir. Gen anlatim profillleri 22T normalizasyon
degerlerine gore yorumlanmistir. Reaksiyon sonuglari incelenerek anlamli araliklar ve
F. nucleatum ile iliskisi incelenmistir ve bunun i¢in web bazli yazilim olan “Qiagen
GeneGlobe Data Analysis Center/ PCR/ gene expression analysis” (GeneGlobe Data
Analysis Center | NGS & PCR Analysis Tools | GeneGlobe, t.y.) sistemi kullanilmistir.

Olgularin karsilagtirilmasi i¢in Student’ s t testi yapilacak ve p <0.05 anlamli kabul

edilmistir.
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4. Bulgular
4.1. Olgularim Demografik Dagilimlar:

Calismaya Ege Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklart  Anabilim Dah
Gastroenteroloji Anabilim Dal1 poliklinigine bagvuran ve gastroenteroloji uzmanlari
tarafindan TNF-a cevabina gore kategorize edilen TNF-a cevap veren 10 hasta, TNF-
a cevap vermeyen 10 hasta ve 10 kontrol grubu dahil edilmistir. TNF-a tedavisine
cevap veren (Sekil 6), cevap vermeyen hasta grubunun (Sekil 7) ve kontrol grubunun

(Sekil 8) cinsiyet dagilim grafigi asagida verilmistir.

TNF-alfa tedavisine yanit veren

I Kadin
I Erkek

Total=10

Sekil 6. TNF-alfa tedavisine yanit veren hasta grubunun cinsiyet dagilim grafigi
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TNF-alfa tedavisine yanit vermeyen

=10

Total

Sekil 7. TNF-alfa tedavisine yanit vermeyen hasta grubunun cinsiyet dagilim grafigi

Kontrol

W Kadin
W Erkek

=10

Total

Sekil 8. Kontrol grubunun cinsiyet dagilim grafigi
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Calismada toplamda 30 olgu calisismis olup cinsiyet dagilimi asagidaki tabloda

verilmistir (Tablo 9).
Tablo 9. Olgu grubu cinsiyet dagilimi
OLGU GRUBU KADIN ERKEK
TNF-A tedavisine cevap veren 2 8
TNF-A tedavisine cevap vermeyen 4 6
Kontrol grubu 6 4

Calismaya katilan hasta gruplarindan kontrol grubunun yas ortalamasi 55,3, TNF-a
tedavisine cevap veren grubun yas ortalamasi 39,6 ve TNF-a tedavisine cevap

vermeyen hasta grubunun yas ortalamasi 43,6 olarak belirlenmistir (Sekil 9).

[=2]
o
I

Yas Ortalamasi
o
o

N
o

o

Kontrol Cevaph Cevapsiz

Sekil 9. Cevapli ve cevapsiz hasta grubunun yas ortalamasi grafigi
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4.2. Fusobacterium nucleatum Y ogunlugu

TNF-a tedavisine cevap veren ve TNF-a tedavisine cevap vermeyen hasta gruplari
kontrol grubu ile karsilagtirildiginda TNF-a tedavisine cevap vermeyen hasta grubu F.
nucleatum yogunlugu kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda bes kat anlamli (p<
0,05) olarak yiiksek bulunmustur. TNF-a tedavisine cevap veren hasta grubu kontrole
gore karsilagtirnldiginda 1,8 kat artmis olmakla birlikte anlaml fark saptanmamigtir
(p> 0,05). Aynt zamanda TNF-a tedavisine cevap veren grup ile TNF-a tedavisine
cevap vermeyen grup kendi aralarinda karsilastirildiklarinda TNF-a tedavisine cevap
vermeyen hasta grubunun F. nucleatum yogunlugu TNF-a tedavisine cevap veren
hasta grubuna gore karsilagtirildiginda 3,2 kat anlamli (p< 0,05) olarak yiiksek
bulunmustur (Tablo 10, Sekil 10).

Tablo 10. F. nucleatum Yogunlugu

Standart
gract Kat Degisimi Sapma p degeri
0,6088 !
Kontrol 0,000472816 1,00 0,00 0,0002 2
Cevaph 0,002032983 1,83 2,13 0,0028 3
Cevapsiz 0,072659607 5,02 3,24

1: Kontrol/ cevapli p degeri, 2: Kontrol/cevapsiz p degeri, 3: cevapli/cevapsiz p degeri
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ns Kk

Kat degisimi

Kontrol Cevaph Cevapsiz

Sekil 10. TNF-a tedavisine cevap veren, TNF-a tedavisine cevap vermeyen ve
kontrol grubunun F. nucleatum DNA miktarlarinin karsilastirilmasi (***:
0,0002, **: 0,0028, ns: “non-significant”)

Kat degisim degerlerine gore olusturulan 1s1 haritasinda TNF tedavisine cevap veren
grubun F. nucleatum yogunlugu kontrole gore daha az artig gostermistir. Kontrol
grubuna gore TNF tedavisine cevap vermeyen grubun F. nucleatum yogunlugunun

tedaviye cevap veren gruba gore daha fazla artis gosterdigi goriilmektedir (Sekil 11).
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Olgu

Cevapl Cevapsiz

Sekil 11. F. nucleatum 1s1 haritast

4.3. TNF-0 mRNA Diizeyleri

TNF-a tedavisine cevap veren ve TNF-a tedavisine cevap vermeyen hasta gruplar
kontrol grubu ile karsilastirildiginda TNF-a tedavisine cevap veren hasta grubu TNF-
o mRNA ekspresyon diizeyleri kontrol grubuna gore karsilagtirildiginda alti kat
anlaml (p< 0,05) olarak yiiksek bulunmustur. TNF-a tedavisine cevap vermeyen hasta
grubu kontrole gore karsilastirildiginda yedi kat anlamli (p< 0,05) olarak yiiksek
bulunmustur. Ayni1 zamanda TNF-a tedavisine cevap veren grup ile TNF-a tedavisine
cevap vermeyen grup kendi aralarinda karsilastirildiklarinda TNF-a tedavisine cevap
vermeyen hasta grubunun TNF-a mRNA ekspresyon diizeyleri TNF-a tedavisine
cevap veren hasta grubuna gore karsilastirildiginda 1,1 kat artmis olmakla birlikte

anlamli fark saptanmamustir (p> 0,05) (Tablo 11, Sekil 12).
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Tablo 11. TNF- alfa mRNA ekspresyon diizeyleri

Standart
27dcT Kat Degisimi Sapma p degeri
<0,0001 !
Kontrol 0,000147746 1 0
<0,0001 2
Cevaph 0,019821124 6,51 1,39 0,57653
Cevapsiz 0,047144594 7,14 1,94

1: Kontrol/ cevapli p degeri, 2: Kontrol/ cevapsiz p degeri, 3: cevapli/ cevapsiz p degeri

Kat degisimi

TNFa

* ok kk

10+ *kkok

Kontrol Cevapl Cevapsiz

Sekil 12. TNF-a tedavisine cevap veren, TNF-a tedavisine cevap vermeyen ve

kontrol grubunun TNF-o mRNA ekspresyon profillerinin karsilastiriimasi

(****: anlaml1, ns: non-significant)
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Kat degisim degerlerine gore olusturulan 1s1 haritasinda TNF tedavisine cevap veren
grubun TNF-a mRNA ekspresyon seviyeleri kontrol grubuna goére daha az artis
gostermistir. Kontrol grubuna goére TNF tedavisine cevap vermeyen grubun TNF-a
mRNA ekspresyon seviyelerinin tedaviye cevap veren gruba gore daha fazla artig

gosterdigi goriilmektedir (Sekil 13).

Olgu

Cevapl Cevapsiz

Sekil 13. TNF-1s1 haritasi
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4.4. Korelasyon Analizi

Anti-TNF tedavisine cevap veren hasta grubunun F. nucleatum yogunlugu ve TNF-a
mRNA ekspresyon seviyelerinin kat degisimleriyle korelasyon analizi yapilmistir.
Yapilan analiz sonucunda % 36 korelasyon goriilmiistiir. p> 0.05 oldugu i¢in sonug

anlaml degildir (Sekil 14).

12+

10+

TNF-alfa kat degigimi

0 L] L]
0 2 4 6 8

F. nucleatum kat degigimi

Sekil 14. TNF-a tedavisine cevap veren hasta grubunun F. nucleatum yogunlugu ve
TNF-a mRNA ekspresyon seviyeleri korelasyon analizi

Anti-TNF tedavisine cevap vermeyen hasta grubunun F. nucleatum yogunlugu ve
TNF-o. mRNA ekspresyon seviyelerinin kat degisimleriyle korelasyon analizi
yapilmistir. Yapilan analiz sonucunda % 17 korelasyon goriilmiistiir. p> 0.05 oldugu

icin sonug¢ anlamli degildir (Sekil 15).
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14+

12+

-
o
1

(=]
1

TNF-alfa kat degisimi
o
[

0 L] L] L]
0 2 4 6 8 10

F. nucleatum kat degisimi

Sekil 15. TNF-a tedavisine cevap vermeyen hasta grubunun F. nucleatum yogunlugu
ve TNF-a mRNA ekspresyon seviyeleri korelasyon analizi
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5. Tartisma

Son zamanlarda, 6zellikle Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) gibi bagirsak
mikrobiyotasinin, iilseratif kolit (UK) gibi bagirsak bagisiklik hastaliklariyla iliskili
oldugunu gosteren ve giderek artan kanitlar bulunmaktadir. F. nucleatum'un bagirsak

epitelyal hiicre (IEC) 6liimiinii nasil tesvik ettigi mekanizmasi heniiz belirlenmemistir.

Su ve ark.’ larin yaptig1 calismada, F. nucleatum' un UK' de IEC 6liimiinii nasil
kotiilestirebilecegi potansiyel mekanizmalar1 arastiilmistir.  {lk  olarak, UK
dokularinda F. nucleatum’ un bollugunu tespit etmisler ve klinik 6zelliklerle olan
iliskisini analiz etmislerdir. Ardindan, F. nucleatum' un in vitro ve in vivo olarak
bagirsak epitelyal hiicre 6liimiinii tesvik edip etmedigini arastirmislardir. Ayrica, F.
nucleatum’ un lipopolisakkaritini (LPS) c¢ikarmislar ve F. nucleatum’ un LPS
aracihgiyla UK' yi kétiilestirip kotiilestirmedigini incelemislerdir. Sonuglar, F.
nucleatum’ un UK dokularinda bol miktarda bulundugunu ve klinik &zelliklerle iliskili
oldugunu gostermistir. Ayrica, F. nucleatum ve LPS' nin IEC oliimiinii, IEC’ yi
otofajiye tesvik ederek kotiilestirdigini gostermiglerdir. Dahasi, otofaji inhibitorleri
olan klorokin (CQ), 3-metiladenin (3-MA) veya Atg5 sessizlestirme, F. nucleatum
tarafindan iletilen IEC Oliimiinii engellemistir; bu da F. nucleatum' un asir1 IEC
otofajisini ve otofajik hiicre dliimiinii aktive ederek UK’ ye katkida bulunabilecegini

distindiirmektedir (Su vd., 2020).

Ayn1 zamanda bir periodontal patojen olan F. nucleatum bagirsakta da bulunabilir ve
bagirsak hastaliklarinda rol oynayabilir. Bununla birlikte, UK' nin patogenezindeki

rolii hentiz net degildir.

Lin ve ark’ lar1 yaptiklar1 calismada deneysel modeller olusturmak i¢in farelere oral
olarak dekstran stilfat sodyum (DSS) ¢6zeltisi ve F. nucleatum vermislerdir. Farelerin
hayatta kalma orani, agirlig1 ve hastalik aktivitesi izlenmistir. Kolonda F. nucleatum
bollugunu, kolon uzunlugunu ve histopatolojik degerlendirme ile inflamatuvar
sitokinleri saptamiglardir. Bagirsak epitel hiicrelerinin apoptozu TUNEL testi ve
proapoptotik gen Bax ile degerlendirilmistir. Epitelyal bariyer fonksiyonunu, siki
baglant1 proteinleri ile degerlendirmislerdir. 16S rRNA gen dizilimi ve LC-MS tabanl
yontemlerle farelerde bagirsak mikrobiyotasinin ve metabolitlerinin bilesimini analiz

etmislerdir.
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Deney sonuglart analiz edildiginde F. nucleatum’ un alveoler kemik kaybini
kolaylastirdigini ve sadece enfekte kolon dokusunda kolonize oldugunu bulmuslardir.
DSS ile beslenen farelerde, bagirsak yapisinda yikim, interlokin bir-beta (IL-1B) ve
TNF-a ifadelerinde artis, IL-10' da azalma, IEC' lerde daha yiiksek apoptoz ve
mikrobiyota disbiyozu oldugunu bulmuslardir. F. nucleatum, bagirsak iltihabini ve
epitel bariyer hasarin1 daha da siddetlendirmistir. F. nucleatum’ un yaninda baska
bakteriler de incelenmis ve Bifidobacterium ve Faecalibacterium gibi probiyotiklerin
azaldigini, firsatg1 patojenler Escherichia-Shigella’ nin arttigin1 ve inflamatuar
parametreler ve metabolitlerle yiiksek oranda iliskili farkli mikroorganizmalarin

ortaya ciktigini gdrmiislerdir.

Tiim bulgular birlikte degerlendirildiginde F.nucleatum’ un UK’ yi kétiilestirmek igin
bagirsak iltihabini, epitelyal bariyer bozuklugunu, mikrobiyota disbiyozunu ve

metabolizma bozuklugunu tesvik ettigi sonucuna ulasmislardir (Lin vd., 2023).

F. nucleatum' un konak epitelyal hiicrelerin yiizeyine yapigmasi, invazyon, enfeksiyon
ve patojeniklik olusturmasi i¢in bir dnkosuldur. FadA, F. nucleatum igin tanimlanan
tek yapiskan molekiil olan yeni bir adezin olup, 129 amino asit kalintis1 ve 8§ amino
asitlik bir sinyal peptidi i¢erir (Han vd., 2005). FadA, F. nucleatum iligkili hastaliklar
icin onemli bir virlilans faktorii olup, konak hiicrelere yapismasinda, invazyonunda ve
biyofilm olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir (Xu vd., 2007). Arastirmalar, F.
nucleatum' un benzersiz FadA adezin aracilifiyla B-katenin sinyallemesini aktive
ederek onkogenik etkiler olusturdugunu, kolorektal kanser hiicrelerinin biiytimesini
uyardigint ve bagirsak iltihabint kétiilestirdigini  gostermistir (Guo vd., 2020;
Rubinstein vd., 2013). Ayrica, FadA yalmizca bir adezin degil ayn1 zamanda bir
invazivdir. FadA, hiicre baglanti molekiilleri olan kadherinlere baglanarak F.

nucleatum' un epitelyal ve endotel hiicrelere invaze olabilmesi i¢in bir 6nkosul saglar.

Li ve ark.” lar1 yapmis olduklar1 galismada saglikli grup, UK hastalari, kolorektal
kanser (KRK) hastalar1 ve irritabl bagirsak sendromu (IBS) hastalarinda F. nucleatum’
u karsilastirmiglardir. Aym1 zamanda dort grup i¢indeki pozitif Orneklerden F.

nucleatum' un varligin1 ve FadA geninin varligini da tespit etmislerdir.

UK hastalarinin ve KRK hastalarmin F. nucleatum igin 16s TRNA temelli PCR tespit
oranlarini, saglikli grup ve IBS hastalariyla karsilastirdiklarinda 6nemli dl¢tide daha

yiiksek bulmuslardir. Ayrica, UK hastalarinin 39 pozitif F. nucleatum 6rneginden 19

36



tanesinde FadA pozitif saptanmistir bu orani saglikli grup ile karsilastirdiklarinda
onemli derecede yiiksek bulmuslardir. Bununla birlikte, ciddi UK’ li hastalarda F.
nucleatum' un viriilans geni FadA' nmin tespit oranini, hafif ve orta siddetli kolitli

hastalara gore 6nemli derecede daha yiiksek bulmuslardir (Li vd., 2021).

F. nucleatum'un UK' de bagirsak iltihabini nasil destekledigi mekanizmasi heniiz tam
olarak belirlenememistir. Chen ve ark’ lar1 yapti1 ¢alismada F. nucleatum' un UK
dokularinda bollugunu ve hastalik aktivitesi {izerindeki etkisini incelemislerdir. UK
dokularindan F. nucleatum susu izole etmis ve F. nucleatum' un in vitro ve in vivo
olarak bagirsak iltihaplanmasini nasil kotiilestirdigini aragtirmiglardir. Kolon epitel
hiicre hatlarin1 enfekte etmek i¢cin E. coli (DH5a; kontrol bakteri) ve F. nucleatum
kullanmislar ve F. nucleatum' un, E. coli' ye (DH5a) gore, in vitro kosullarda kanonik
NF-kB yolagini aktive edebildigini gdstermislerdir. Ardindan, DSS fare modelini
kullanarak F. nucleatum' un, E. coli' ye (DH5a) gore, canli ortamda proinflamatuar
sitokinlerin (6rnegin IL-1, 11-6, IL-17F ve TNF-a) ifadesini artirabildigini ve mukozal
bariyeri kanonik NF-kB yolagi araciligiyla bozabildigini dogrulamislardir. Sonuglari,
F. nucleatum' un UK dokularinin %51.78' inde zenginlestigini ve klinik seyir, klinik
aktivite ve direngli davranis ile iligkili oldugunu gdstermistir (p < 0.05). Ayrica, F.
nucleatum' un bagirsak epitelyal hasar1 ve IL-1B, 11-6, IL-17F ve TNF-a gibi

inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu artirdigini da géstermislerdir (Chen vd., 2020).

Yamashita ve ark’ lar1 yaptiklar1 ¢alismada ise F. nucleatum' un dekstran siilfat
sodyum (DSS) ile indiiklenen kolitin remisyonundaki roliinii aragtirmislardir. Bunun
icin Oncelikle kullanacaklar1 disi fareleri DC (DSS kontrolii) ve DF (DSS + F.
nucleatum) olarak iki gruba ayirmiglardir. Fosfat tamponlu salin (PBS) i¢indeki F.
nucleatum (1.0 x 1010 cfu/fare/giin), DF' ye oral olarak verilirken DC' ye sadece PBS
verilmistir. Kolit olusturmak i¢in tiim farelerin igme suyuna DSS eklenmistir. Deney
1' de fareler 2 inflamasyon asamasindan ge¢mis, ara iyilesme asamasina sahip olmus
ve hastalik aktivite indeksleri (DAI) hesaplanmistir. Deney 2 benzer sekilde
gerceklestirilmistir, ancak fareleri iyilesmenin ardindan 3 giin sonra diseke etmisler ve
kan ve kolon mukozal 6rneklerini toplamislardir. Deney 1' de DF grubu, iyilesme ve
ikinci enflamasyon asamalarinda DC grubuna gore anlamli olarak (P <0.05) daha
yiiksek DAI' ye sahip bulunmustur. Deney 2' de DF' nin ¢ekum mukozasi ile iliskili
mikrobiyotada Bacteroides cinsi anlamli olarak (P <0.05) yiiksek, Lachnospiraceae

familyasin1 ise DC grubuna kiyasla anlamli olarak diisiik bulmuglardir.
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Arastirmacilarin sonuglar1 F. nucleatum' un kolit iyilesmesini engelleyebilecegini

diisiindiirmektedir (Yamashita vd., 2021).

Yine IBH’ nin patogenezini arastirmak amaciyla yapilan farkli bir ¢calismada Liu ve
ark. IBH’ 1i 91 hastanin ve 43 saglikl1 bireyin disk1 érneklerinde IBH veya kolorektal
kanserle iliskili oldugu bildirilen birka¢ bakteri Slgmiislerdir. F. nucleatum' un
patojenitesini aragtirmak i¢in DSS kaynakli kolit ve Caco-2 hiicre dizisine sahip fareler
kullanmiglardir. Bariyer hasari, bir transmisyon elektron mikroskobu, floresan
izotiyosiyanat-dekstran gecirgenligi, transepitelyal elektrik direnci ve immiinofloresan
ile degerlendirilmistir. Hiicre-hiicre baglantisinin protein seviyeleri ve STAT3 sinyal
yolunun aktivasyonu, immiinohistokimya ve immiinoblot ile tespit edilmistir. Sitokin
salgilanmasi ve T-hiicresi farklilagsmasi, kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu ve akis sitometrisi ile 6l¢iilmiistiir. Deney sonucunda F. nucleatum’u, IBH'
li hastalarin diskisinda 6nemli 6l¢iide daha fazla bulmuslardir. Ayrica F. nucleatum’
un bollugu hastalik aktivitesi ile korele bulunmustur. F. nucleatum uyguladiklar1 DSS
fare modelinde kolit belirgin sekilde siddetlenmistir. Mekanik olarak F. nucleatum’
un, sik1 baglant1 proteinleri zonula occludens-1 ve okliidin' in ekspresyonunu ve
dagilimini diizenleyerek epitel biitiinliigiine zarar verdigini ve gegirgenligi arttirdigini
bulmuslardir. Ayrica, F. nucleatum sitokinlerin (tiimor nekroz faktor-a, interferon-y,
interlokin [IL]-1B, IL-6 ve IL-17) salintmini tesvik etmis, STAT3 sinyal yolunu aktive
etmis ve CD4+T hiicre proliferasyonunu ve Thl ile Th17 alt kiime diferansiyasyonunu
indiiklemigtir. Sonug olarak F. nucleatum’ un bagirsak bariyerine zarar verebilecegi
ve koliti siddetlendiren anormal inflamasyonu indiikleyebilecegi goriilmiistiir (H. Liu

vd., 2020).

Baska bir ¢calismada ise ¢ocukluk ¢agi kronik inflamatuvar barsak hastaliinda TNF-a
serum konsantrasyonlar1 incelenmistir. Yapilan bu ¢alismada 31 saglikli cocukta, 65
klinik remisyonda olan ¢ocukta ve 54 niiks donemindeki ¢ocukta serum tiimoér TNF-a
konsantrasyonlarini enzim bagli immiinadsorbans testi ile dl¢miislerdir. Anlamli TNF-
a artisini sadece iilseratif kolit ve kolonik Crohn hastaligi niiksiinde olan ¢ocuklarda
bulmusglardir. Niiks donemindeki Crohn hastalig1 olan ¢ocuklar, hastalik indeksindeki
esdeger artisa ragmen, kontrol konsantrasyonlarinin iizerinde bir TNF alfa artisi
gostermemistir. Kalin bagirsak Crohn hastaligi ve tilseratif kolit niiksii olan cocuklarda
bliylime hizi, remisyondaki esdeger duruma kiyasla diisiik bulmuslardir. Biiylime

hizindaki bozulma, kalin bagirsak Crohn hastalig1 ve tilseratif kolit niikstinde, yalnizca
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ince bagirsak Crohn hastaligina kiyasla 6nemli 6l¢iide daha fazla ¢ikmis, ancak evre 1
ergenlik alt gruplari i¢in farklar anlamli bulunamamaistir. Kronik inflamatuvar bagirsak
hastaliginda yetersiz biiylime su anda yetersiz beslenmeye baglanirken, TNF-a’ da
kaseksi olusturan etkileri yoluyla buna katkida bulunabilir olarak yorumlamislardir.
Bu sonuglar, TNF-a iiretiminin kolonik inflamatuvar bagirsak hastaligi niiksiinde
biiylime basarisizligiyla iligkili olabilecegini gostermektedir. TNF-a’ da anlamli artisi

sadece UK ve CH niiksetmis ¢ocuklarda bulmuslardir (Murch vd., 1991).

Dharmani ve ark’ larim yaptigi calismada, Crohn hastaligi olan hastalarin
inflamasyonlu bagirsaklarindan elde edilen ¢ok invaziv F. nucleatum izolatlarinin,
noninflamasyonlu bagirsaktan elde edilen daha az invaziv suslara kiyasla insan kolon
epitel hiicrelerinde ve sican bagirsak enfeksiyon modelinde MUC2 ve TNF-a gen
ifadesini 6nemli Ol¢iide artirdigini gostermislerdir. Sadece canli F. nucleatum, kolon
hiicreleriyle dogrudan temas halinde veya kolon hiicrelerini invaze ederken mukus
salgilanmasin1 ve TNF-a ifadesini uyarabilmektedir. Sican kolonlarinda, mukus
salgilanmasi yiiksek invaziv bir F. nucleatum izolatina yanit olarak artarken, diisiik
invaziv susla tedavi edildiginde etkilenmemistir. Bu c¢alisma, F. nucleatum' un
bagirsak inflamatuar hastaliklarin etiyolojisinde zorlayici bir patojen olabilecegini ve
hastalik patogenezinde aday bakteri tiirlerinin farkli patotiplerinin 6nemini

gostermektedir (Dharmani vd., 2011).

Ayn1 zamanda onkobakteri olan F. nucleatum, bagirsakta zararli molekiiller tagiyan
hiicre dis1 vezikiiller salgilar ve bu molekiiller UK' de mikroorganizma-konak
etkilesimini, 6zellikle de epitelyal homeostaz1 degistirebilir. Ancak bu mekanizma
heniliz tam olarak anlasilamamistir. Liu ve ark.” lar1 once, F. nucleatum Xkiiltiir
ortamindan ultrasonik santrifiijle hiicre dis1 vezikiiller izole etmis ve bunlar pro-
inflamatuar sitokinlerin gii¢lii indiikleyicisi olarak karakterize etmislerdir.
Mekanizmay1 detayli olarak incelemislerdir. Makrofaj/Caco-2 birlikte kiiltiirlerinde,
F. nucleatum hiicre dis1 vezikiilleri 6nemli 6l¢iide epitelyal bariyer kaybini ve oksidatif
stres hasarini tesvik etmis ve bunlar, reseptor etkilesen protein kinaz 1 (RIPK1) ve
reseptor etkilesen protein kinaz 3 (RIPK3) tarafindan neden olunan epitelyal
nekroptoza iliskili bulunmustur. Ayrica, F. nucleatum hiicre dis1 vezikiilleri, RIPK 1
ve RIPK3' iin Caco-2 hiicrelerinde nekrozoma gogiinii tesvik etmistir. Ozellikle, bu
etkiler, TNF-a notralizan antikoru veya RIPK1 inhibitoérii olan Necrostatin-1 (Nec-1)

ile tersine ¢evrilmistir. Bu, FADD-RIPK1-kaspaz-3 sinyalinin siirece dahil oldugunu
39



diisiindiirmektedir. Dahasi, F. nucleatum hiicre dis1 vezikiillerle tedavi edilen fare kolit
modelinde veya F. nucleatum hiicre dis1 vezikiillerle egitilmis makrofajlarin adoptif
transferiyle gozlemlenen etkiler dogrulanmistir. Bu sonuglar, RIPK 1 aracili epitelyal
hiicre dliimiiniin UK' de F. nucleatum hiicre dis1 vezikiiller tarafindan indiiklenen

bagirsak bariyerinin bozulmasini tesvik ettigini diisiindiirmektedir (L. Liu vd., 2021).

F. nucleactum’ un ayn1 zamanda kolorektal kanser metaztasinda etkili oldugu da
distiniilmektedir. Yin ve ark’ lan yaptiklarn c¢alismada farelerde KRK' nin
mikrobiyota-karaciger ekseni lizerine F.nucleatum’ un Kkatkisini aragtirmis ve
karaciger bagisikligi ile bagirsak mikrobiyota degisiklikleri arasindaki iliskiye
bakmuslardir. F. nucleatum’ u farelere oral olarak verdiklerinde, KRK karaciger
metastazi belirgin bir sekilde artmis ve ayn1 zamanda viicut agirligi, gekum agirhigi ve
genel sagkalim siiresi iizerinde fark edilir derecede negatif etkiler gormiislerdir.
Bagisiklik yanitinin ve sitokin profilinin daha fazla degerlendirilmesi ile F. nucleatum
ile enfekte edilen farelerin plazmasinda IL6, IL12, IL9, IL17A, CXCL1, MCP-1, TNF-
a ve IFN-y gibi pro-inflamatuvar sitokin diizeylerinde belirgin bir artis oldugunu
bulmuglardir. Bunlar kontrol grubundaki enfekte edilmemis farelere kiyasla daha
yiiksek bulunmustur. Ayn1 zamanda, siirekli F. nucleatum maruziyeti fare bagirsak
mikrobiyota ¢esitliligini azaltmis ve dengesiz ve yeniden yapilandirilmig bir bagirsak
mikroflorasi olusturmustur. Ozellikle, fareler F. nucleatum ile enfekte edildikten sonra
Enterococcus ve Escherichia/Shigella gibi KRK tesvik edici bakterilerin de arttigini
gormiislerdir. Tim bu bulgular, F. nucleatum' un bagirsak mikrobiyota yapisi ve
kompozisyonunun diizenlenmesi yoluyla karaciger bagisikligini tetikleyerek KRK
karaciger metastazini tesvik eden dnemli bir faktor olabilecegini gostermektedir (Yin

vd., 2022).

Tim bu calismalarda F. nucleatum’ un TNF-o ekpsrespresyonunu arttirdigi
gosterilmektedir. Ancak UK’ de kullanilan anti-TNF tedavisine hastalarin verdigi

yanit durumunun F. nucleatum ve TNF-a ile iligkisi incelenmemistir.

Calismamizda UK i hastalardan anti-TNF tedavisine baslamadan &nce alinan dokular
incelenmistir. Daha sonra hastalar anti-TNF tedavisine baglamis olup tedaviye cevap
verip vermediklerini belirlemek i¢in takip edilmistir. Alinan dokulardan F. nucleatum
miktar analizi yapilmis ve TNF-a mRNA ekspresyon diizeylerine bakilmistir. F.
nucleatum yogunlugu incelendiginde literatiir ile uyumlu olarak kontrol grubuna

karsilik UK’ i hastalarda F. nucleatum miktarmin artmis oldugu bulunmustur.
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Bununla birlikte anti-TNF tedavisine cevap vermeyen hastalarda cevap veren hastalara

karsilik F. nucleatum yogunlugu fazla bulunmustur.

TNF-o mRNA ekspresyon diizeylerine bakildiginda kontrol grubuna kiyasla anti-TNF
tedavisine cevap veren ve cevap vermeyen hasta grubunun TNF-ao mRNA ekspresyon
diizeyleri anlamli olarak fazla bulunmustur. Hasta gruplart kendi aralarinda

karsilastirildiklarinda artis goriilmiistiir ancak anlamli degildir (p >0.05).

Bu sonuglar F. nucleatum yogunlugu ile anti-TNF tedavisine verilecek cevabin orantili

oldugunu diisiindiirmektedir.
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6. Sonuc ve Oneriler

F. nucleatum' un TNF-a ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir. Ancak, anti-TNF
tedavisine yanit verme durumuyla F. nucleatum ve TNF-a arasindaki iligki, iilseratif
kolit hastalarinda incelenmemistir. Bu calismada, anti-TNF tedavisine baslamadan
once UK’ 1i hastalardan alman dokular incelenmistir. Daha sonra hastalar anti-TNF
tedavisine baglamis ve tedaviye verdikleri yanit izlenmistir. Alinan dokulardan F.
nucleatum yogunlugu analiz edilmis ve TNF-o mRNA ekspresyon diizeyleri
incelenmistir. F. nucleatum yogunlugu incelendiginde, literatiirle uyumlu olarak, UK’
li hastalarda kontrol grubuna kiyasla F. nucleatum miktarinin arttigr bulunmustur.
Bunun yani sira, anti-TNF tedavisine yanit vermeyen hastalarda, yanit veren hastalara
kiyasla F. nucleatum yogunlugu daha yiiksek bulunmustur.

TNF-o mRNA ekspresyon diizeylerine bakildiginda, anti-TNF tedavisine yanit veren
ve vermeyen hasta gruplar1 kontrol grubuna kiyasla anlamli olarak daha yiiksek TNF-
a mRNA ekspresyon diizeylerine sahiptir. Ancak, hasta gruplari arasinda yapilan
karsilastirmalarda bu artis olarak anlamli degildir (p> 0.05).

Buldugumuz sonuglar, F. nucleatum yogunlugunun anti-TNF tedavisine verilen
yanitla orantili oldugunu diisiindiirmektedir.

Calismamizda anti-TNF tedavisine bagslanmadan 6nceki doku 6rnekleri kullanilmistir.
fleri ¢alisma olarak tedavi basladiktan sonraki doku ornekleri ile karsilastiriimasi
onerilmektedir.

Yine ileri ¢calisma olarak anti-TNF tedavisine cevap veren ve cevap vermeyen hasta
gruplarindan elde edilecek F. nucleatum suslarinin invazyon diizeylerine bakilmasi

Onerilmektedir.
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Sizi Doc. Dr. Sunde Yimaz Sislier tarafindan vyiritilen ““Ulseratif Kolitte
Fusobacterium nucleatum Miktarinin Hastalik Aktivitesi Uzerine Etkisi” baglikli arastirmaya
davet ediyoruz. Bu arastirmaya katilip katiilmama kararini vermeden énce, arastirmanin neden
ve nasil yapilacagini bilmeniz gerekmektedir. Bu nedenle bu formun okunup anlasiimasi biiyiik
o6nem tasimaktadir. Eger anlayamadiginiz ve sizin icin agik olmayan seyler varsa, ya da daha
fazla bilgi isterseniz bize sorunuz.

Bu calismaya katiimak tamamen goniilliiliik esasina dayanmaktadir. Calismaya
katilmama veya katildiktan sonra herhangi bir anda calismadan cikma hakkinda sahipsiniz.

v

icin _onam verdiginiz biciminde

yorumlanacaktir. Size verilen formlardaki sorulari yanitlarken kimsenin baskisi veya telkini
altinda olmayin. Bu formlardan elde edilecek kisisel bilgiler tamamen gizli tutulacak ve yalnizca

arastirma amaci ile kullanilacaktir.

1. Arastirmayla Ilgili Bilgiler:

a. Arastirmanin Amaci: Sizin gibi iilseraitf kolit (UK) hastasi olanlarda bir barsak bakterisi olan
Fusobakterium nukleatum diizeylerinin dlgiilerek, hastaliginizin aktivitesi Gizerine olan etkisi
arastirilacaktir.

b. Arastirmanin Icerigi: Inflamatuar bagirsak hastaliklarinda ve bunun iki temel alt
tiplerinden biri olan (lseratif kolit atak ve remisyonlarla seyreden bir hastaliktir. Hastalik
aktivitesine sebep olan faktorler net olarak bilinmemektedir. Fusobakterium nukleatum
adli bir bakterinin {irettidi bazi maddeler araciliiyla UK'de hastaligin aktiflesmesine ve
iltihap olusumuna katkida bulunabilecegini diistinmekteyiz. Bu nedenle sizin ve sizin gibi
hastalarin alinmis doku érneklerinde bu bakterinin miktar tayinini yapip karsilastiriimasi
amaclanmigtir. Bu nedenle sizin ve sizin gibi UK tanisi olan hastalarin géndillii olarak
calismaya katilmaya onay vermeleri durumunda, sizden alinmis parafine gémiilii biyopsi
orneklerinden calisiimasi planlanmistir.

c. Arastirmanin Nedeni: Ozgiin arastirma X Tez calismasi
d. Arastirmanin Ongoriilen Siiresi (Arastirma takviminde éngdrilen stiredir):12

ay
e. Aragtirmaya Katilmasi Beklenen Katiimci/Gondlli Sayisi: 30 _
Arastirmanin Yapilacadi Yer(ler): Ege Universitesi Tip Fakdltesi Tibbi Biyoloji ABD, Ig
Hastaliklari Anabilim Dali Poliklinigi, Tibbi Patoloji Anabilim Dali
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2. Calismaya Katiim Onayi:
Yukarida yer alan ve arastirmadan dnce katiimciya/goniilliiye verilmesi gereken bilgileri okudum ve
katiimam istenen galismanin kapsamini ve amacini, gonulli olarak Uzerime disen sorumluluklar

o

tamamen anladim. Calisma hakkinda yazili ve s6zlii aciklama asadida adi belirtilen arastirmaci

tarafindan yapildi, soru sorma ve tartisma imkani buldum ve tatmin edici yanitlar aldim.

Bana, calismanin muhtemel riskleri ve faydalari s6zlii olarak da anlatildi. Bu calismayi istedigim
zaman ve herhangi bir neden belirtmek zorunda kalmadan birakabilecedimi ve biraktigim takdirde

herhangi bir olumsuzluk ile karsilasmayacagimi anladim.

Bu kosullarda s6z konusu arastirmaya kendi istedimle, hicbir baski ve zorlama olmaksizin katiimayi

kabul ediyorum.

Katilimcinin (Kendi el vazisi ile)

Imzasi:

(Varsa) Velayet veya Vesayet Altinda Bulunanlar icin;

Veli veya Vasisinin (kendi el yazisi ile)

Imzasi:

Not: Bu form, iki niisha halinde diizenlenir. Bu niishalardan biri imza karsiiginda gondilli kisiye

verilir, digeri arastirmaci tarafindan sakianir.
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» Olgu Rapor Formu

Hasta kodu:
Tarih:
OLGU RAPOR FORMU (saghkl goniilluler igin)
Olgu Numarasi : Meslek:
Cinsiyeti : Kadin o Erkek O
Tani:
D.Tarihi: I D. Yeri:

Medeni durum:

Ailede IBH o6ykiisii var o (kimde: ) yok o
Ozgecmis:

Alkol: Miktar: Sure:
Sigara: Miktar: Sure:

Diger Hastalik Oykiisii:
Kullandigi Diger ilaglar:

Ornek Alinma Tarih:

Parafine gomiilu blok alinma tarihi:

Parafine gomiilu blok alinma lokalizasyon: o proksimal kolon

54



9. TesekKkiir

Yiiksek lisans egitimim boyunca bilgisini, deneyimini ve destegini esirgemeyen, her
zaman ilgiyle yanimda olan sevgili danisman hocam Sn. Do¢. Dr. Sunde YILMAZ
SUSLUER’ e,

Hem yiiksek lisans egitim silirecimde hem tez siirecimde karsilastigim her sorunda
¢Oziim bulan, deneyimi ve bilgisiyle her zaman yardime1 olan Tibbi Biyoloji Anabilim

Dali Baskanimiz Sn. Prof. Dr. Cumhur GUNDUZ’ e,

Yiiksek lisans egitimimde bilgilerini esirgemeyen Ege Universitesi Tibbi Biyoloji
Anabilim Dalr’nin degerli hocalar1 Sn. Do¢. Dr. Zuhal EROGLU’na, Sn. Dog. Dr.
Buket KOSOVA’ya, Sn. Do¢. Dr. Cigir BIRAY AVCI’ya, Sn. Do¢. Dr. Vildan
BOZOK CETINTAS’a, Sn. Do¢. Dr. Burcin TEZCANLI KAYMAZ’a, Sn. Dog. Dr.
Nur SELVI GUNEL’e ve Sn. Do¢. Dr. Asli TETIK VARDARLI ya,

Tez calismamda gerekli hasta 6rneklerinin toplanmasi siirecini ilgisiyle takip eden
Sn. Do¢. Dr. Nalan Giilsen UNAL’ a ve Prof. Dr. Basak DOGANAVSARGIL
YAKUT a,

Tez caligmama katkilarindan dolay1 Prof. Dr. Ata¢ UZEL’¢e

Tez ¢aligmamin her gamasinda yanimda olan arkadagliklarini esirgemeyen sevgili ekip

arkadaslarim Dok. Ogr. Burcu BOLUK’ ¢ ve Yiik. Lis. Ogr. Hilal BASYEGIT’ e,

Hayatimin her aninda desteklerini ve sonsuz sevgilerini her zaman hissettigim hayattaki

en biiyiik sansim ve en biiyiik destek¢im olan canim aileme,

Destegini ve sevgisini her dakika hissettigim canim sevgilim Ozkan BILIR e

Tez calismamu destekleyen Ege Universitesi Rektorliigii Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinatorliigii’ ne tesekkiir ederim.

[zmir, 24.07.2023 Bilge SENYUZ
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10. Ozgecmis

Bilge SENYUZ

Kisisel Bilgiler

Dogum Tarihi
Dogum Yeri

Iletisim Bilgileri

E-mail

Egitim Bilgileri

Lisans Uludag Universitesi
Fen Edebiyat Fakiiltesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik

Yiiksek Lisans Ege Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyoloji
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