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strukture in pestrosti mikrobiote smo osamili skupno mikrobno DNK.
Taksonomsko informativne odseke mikrobnih genomov (gene za 16S rRNK) smo
pomnozili v verizni reakciji s polimerazo (PCR), pomnoZke analizirali s
poliakrilamidno gelsko elektroforezo v gradientu denaturanta (DGGE) in dobljene
molekularne profile mikrobiote, ki naseljuje sluznico debelega ¢revesa primerjali
med seboj. S specificnimi zacetnimi oligonukleotidi in sondo za 16S rRNK
bakterije F. nucleatum smo izvedli kvantitativni PCR v realnem casu (qPCR).
Pokazali smo razlike v sestavi mikrobiote pri razlicnih pacientih ter v sestavi
mikrobiote med tumorsko spremenjeno in nespremenjeno ¢revesno sluznico, nismo
pa potrdili sprememb v $tevilu bakterije F. nucleatum v sluznici debelega Crevesa,
glede na to ali gre za rakavo spremenjen ali za zdrav del debelega ¢revesa.
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AB Colorectal cancer (CRC) is a disease that involves abnormal cell growth of

epithelium in colon or rectum. Recent studies indicate as a possible cause of CRC
the inflammation of intestinal mucosa, where certain members of the colon
microbiota transform the entire microbiome so that the inflammatory immune
response and transformation of epithelial cells lead to cancer. One such microbe is
thought to be bacterium Fusobacterium nucleatum. In this work we investigated
whether relative abundance of F. nucleatum has been changed in the colon mucosal
biopsies of 16 colorectal cancer patients. The samples were obtained at the Clinical
department of gastroenterology, University Medical Centre Ljubljana. The DNA
was extracted directly from biopsies samples and the bacterial 16S rDNA was
amplified using PCR. The PCR products were profiled using denaturing gradient
gel electrophoresis (DGGE) to generate a fingerprint of the dominant members of
the bacterial community associated with the biopsy. With specific primers and
probe for 16S rDNA of F. nucleatum, quantitative real-time PCR (qPCR) was
performed. Our findings reveal differences in the composition of microbiota
between patients and between cancerous vs. healthy mucosa, but we could not
confirm significant changes in number of F. nucleatum in cancerous compared to
healthy mucosa.
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Dusilec pri gPCR (angl. tetramethylrhodamine)
Tris-borat-EDTA

Tris-EDTA

N,N,N’,N'-tetrametil etilen diamin

Temperatura taljenja (angl. melting temperature)
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1 UVvOD

Kolorektalni rak je izraz za maligne spremembe v sluznici debelega ¢revesa, danke in/ali
slepi¢a. Maligne spremembe so kompleksne skupnosti rakavo transformiranih celic,
vklju¢no z imunskimi celicami in v¢asih tudi mikroorganizmi.

Gre za drugi najpogosteje diagnosticiran malignom na svetu in najpogostejsi maligni tumor
na prebavilih. Vecjo incidenco imata le pljucni rak pri moskih in rak na dojki pri zenskah
(Stabuc in Ferkolj, 2011). Kljub razvoju novih diagnosti¢nih postopkov obolevnost in
posledi¢no umrljivost zaradi kolorektalnega raka po svetu stalno nara$¢ata. Pomembno je,
da bolezen odkrijemo &im prej. Ce je pacient operiran zgodaj, je rak lahko popolnoma
ozdravljiv. V Sloveniji ima pomembno vlogo pri odkrivanju bolezni program SVIT (Novak-
Mlakar in sod., 2014).

Sprva je kolorektalni rak veljal za izkljuno genetsko bolezen, za katero je znacilno
kopicenje genetskih in epigenetskih sprememb v epitelnih celicah debelega ¢revesa in danke
(Fearon in Vogelstein, 1990). Vec kot 80 % primerov kolorektalnega raka se namre¢ pojavlja
sporadi¢no zaradi mutacij v genih apc, k-ras, tp53 in drugih (Grady in Markowitz, 2002).

Do danes je bilo opravljenih vec §tudij, ki v svojih ugotovitvah podpirajo vlogo infektivnih
agensov pri razvoju kolorektalnega raka, predvsem v tistih organih, ki so stalno izpostavljeni
vplivom mikroorganizmov. Taksni vplivi se kazejo v ¢loveskem prebavnem traktu, Ki ga
naseljuje priblizno 10%* bakterij, ki jih uvri¢amo v vsaj tiso¢ razliénih bakterijskih vrst
(Hooper in Gordon, 2001). Predlagana je bila hipoteza, da gre pri patogenezi kolorektalnega
raka za tristranski odnos med ¢revesno mikrobioto, imunskim odzivom sluznice debelega
¢revesa in epitelijskimi celicami debelega ¢revesa (Sears in Pardoll, 2011).

Obstaja ve¢ modelov, ki poskuSajo pojasniti razvoj kolorektalnega raka zaradi vplivov
¢revesne mikrobiote. Skupno predlaganim modelom je opredeljevanje sprememb v sestavi
mikrobiote oziroma pripisovanje vloge dolo¢enim mikroorganizmom pri samem razvoju
kolorektalnega raka. Med bakterijami, ki jih ve¢ Studij povezuje s pojavom kolorektalnega
raka, so bakterije iz rodu Fusobacterium in med njimi predvsem vrsta Fusobacterium
nucleatum (Castellarin in sod., 2011; Kostic in sod., 2011, 2013; Marchesi in sod., 2011,
McCoy in sod., 2013; Tahara in sod., 2014). Do danes pa $e ni jasno ali imajo te bakterije
dejansko onkogene lastnosti s katerimi pripomorejo k razvoju kolorektalnega raka ali pa so
samo oportunist, ki se v tumorskem okolju razrastejo po tem, ko se kolorektalni rak ze razvije
(Tjalsma in sod., 2012).
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1.1 NAMEN MAGISTRSKEGA DELA

Z magistrsko nalogo smo zeleli ugotoviti, ali se v biopsijskih vzorcih sluznice debelega
¢revesa pacientov s kolorektalnim rakom, ki so bili odvzeti v okviru rutinskih diagnosti¢nih
preiskav na Kliniénem oddelku za gastroenterologijo UKC v Ljubljani, sestava ¢revesne
mikrobiote v vzorcih tumorsko spremenjene sluznice razlikuje od sestave mikrobiote
okoliske nespremenjene oziroma zdrave sluznice debelega Crevesa, ter ali pride pri tem tudi
do sprememb v Stevilu bakterije Fusobacterium nucleatum.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

- Iz biopsijskih vzorcev sluznice debelega ¢revesa lahko z izborom primerne izolacijske
metode uspesno osamimo skupno mikrobno DNK, ki bo primerne kakovosti za
nadaljnje molekularno bioloske raziskave

- Z znanimi molekularnimi orodji (specifi¢ni zacetni oligonukleotidi, PCR v realnem
Casu) bomo pokazali spremembe v sestavi mikrobiote in dokazali povecan delez
bakterije Fusobacterium nucleatum v biopsijskih vzorcih tumorsko spremenjene
sluznice
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ANATOMUIJA IN FIZIOLOGIJA DEBELEGA CREVESA

Debelo ¢revo in danka zajemata konc¢ni del prebavne cevi, ki meri od 1,2 do 1,6 m. Debelo
¢revo delimo na slepo ¢revo, kolon in danko. Za kon¢nim delom tankega ¢revesa sledi slepo
¢revo, ki se nadaljuje v navzgor potekajoci del debelega ¢revesa imenovan colon ascendens.
Ta poteka po desni lateralni trebusni strani havzgor do desnega zavoja oziroma hepati¢ne
fleksure in nato pre¢no kot colon transversum do spodnjega roba vranice. Tu v levem zavoju
oziroma lienalni fleksuri zavije kot colon descendens navzdol po levi lateralni trebusni strani
in se nadaljuje v esasto ¢revo oziroma colon sigmoideum. Od tu dalje v medeni¢ni kotanji
prehaja v danko oziroma rectum (Markovi¢, 2011a).

fvrw

seroza. Mukozo sestavljajo epitelni sloj, lamina proprija in tanka plast miSic oziroma
muscularis mucosae. V sluznici je med epitelijskimi absorpcijskimi celicami mnogo ¢asastih
celic, ki izlo¢ajo zasc€itno sluz ter Stevilni limfati¢ni folikli (Markovi¢, 2011a). Povr§ino
sluznice povecujejo gube in Kripte. Na dnu kript so zarodne celice, ki se diferencirajo v
razli¢ne tipe celic debelega ¢revesa (Humphries in Wright, 2008).

Osrednje funkcije debelega ¢revesa so absorpcija, sekrecija ter transport. Tako se v debelem
¢revesu resorbirajo voda in elektroliti, kot tudi kratkoverizne mascobne kisline, ki se
sprostijo pri bakterijski fermentaciji v tankem ¢érevesu neabsorbiranih snovi. Absorbirane
kratkoverizne mascobne Kisline so poglavitno hranilo epitelijskih celic kolona, ki ga
potrebujejo za svojo obnovo. Poleg absorpcije v debelem ¢revesu poteka tudi izlocanje npr.
kovin (svinec, Zivo srebro) ter transport Crevesne vsebine, ki ga omogocda Crevesna
peristaltika (Markovic, 2011a).

2.2 KOLOREKTALNIRAK

Rak, ki se razvije v debelem ¢revesu ali danki, imenujemo kolorektalni rak (CRC; angl.
colorectal cancer).

2.2.1 Dejavniki tveganja

Neposredni vzrok za nastanek kolorektalnega raka $e ni poznan. Poznani dejavniki tveganja
SO poviSana starost, spol, debelost, alkoholizem in kajenje (Wu in sod., 1987; Ferlay in sod.,
2013). Tveganje poveCuje uzivanje energetsko bogate hrane, ki vsebuje veliko mesa,
beljakovin in mascob in premajhna telesna aktivnost. Zas¢itno vlogo ima prehrana z ziti,
zelenjavo in sadjem, ki vsebuje veliko vlaknin in vitaminov A, C, D ter kalcija. Vlaknine
vezejo zol¢ne kisline in kancerogene snovi, kot so npr. fekapentini, ki jih v debelem ¢revesu
proizvajajo bakterije iz rodu Bacteroides (Huycke in Gaskins, 2004). Zauzite vlaknine zaradi
vecje mase blata skrajsajo ¢as prehajanja blata skozi ¢revo in posledi¢no je ¢revesna sluznica
kraj$i Cas izpostavljena Skodljivemu delovanju zgoraj omenjenih snovi. Zas¢itna vloga
kalcija pred nastankom kolorektalnega raka je, da se veze z zol¢nimi kislinami v netopne
soli (Stabuc in Ferkolj, 2011). Poleg omenjenih dejavnikov tveganje za nastanek
kolorektalnega raka predstavljajo se adenomatozni polipi ¢revesne sluznice (Keku in sod.,
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2013), dolgotrajne vnetne ¢revesne bolezni, kot sta Crohnova bolezen in ulcerozni kolitis
(Triantafillidis in sod., 2009), obsevanje ter genetski dejavniki. V druZinah, kjer je prisoten
kakrsen Kkoli rak, je tveganje za razvoj kolorektalnega raka 2-3 x visje (Stabuc in Ferkolj,
2011).

2.2.2 Epidemiologija

Letno na svetu odkrijejo okoli 1,4 milijona novih primerov kolorektalnega raka in od tega
se jih skoraj polovica konca s smrtjo (Ferlay in sod., 2013). Od leta 2008 je v svetu
kolorektalni rak drugi najpogostejsi rak pri zenskah in tretji najpogostejsi pri moskih. Okoli
60 % vseh primerov je diagnosticiranih v razvitem svetu, najvec jih je zaznanih v severni
Ameriki, Evropi in v Avstraliji (Stabuc in Ferkolj, 2011). V Sloveniji je kolorektalni rak
drugi najpogostejsi rak tako pri moskih (za plju¢nim rakom) kot pri Zenskah (za rakom na
dojki). Med obolelimi je ve¢ moskih. Leta 2012 je v Sloveniji za kolorektalnim rakom
zbolelo 1621 ljudi in umrlo 813. V primerjavi z Evropo spada Slovenija med deZele z zelo
visoko obolevnostjo in umrljivostjo. Rast Stevila obolelih je pri¢akovana tudi v prihodnje

(Ferlay in sod., 2013).

2.2.3 Kancerogeneza

Osnovni molekularni model vecstopenjskega razvoja kolorektalnega raka sta predlagala
Fearon in Vogelstein (1990). Na osnovi preuc¢evanja DNK iz biopsij ¢revesa sta dokazala,
da v celicah epitela prihaja do kopic¢enja genskih in epigenetskih sprememb (Fearon, 2011).
Do mutacij lahko prihaja tudi v zarodnih celicah na dnu kript (Humphries in Wright, 2008).
Sofasno s temi spremembami je znacilno napredovanje histoloSkih sprememb in
neoplasti¢na progresija, kot so epitelijske displazije in hiperplazije v debelem ¢revesu, kar
vodi v nastanek kolorektalnega raka (Slika 1) (Vogelstein in Kinzler, 1993; Fearon, 2011;
Stabuc in Ferkolj, 2011).
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Normalen Hiperproliferativni Adenom Karcinom
kolon epitelij
APC, hM5H2, napake zaradi metilacije, K-ras mutacija, DCC delecija, nadaljnja akumulacij;
hMLH1 napake APC, hMSH2, hMLH1 p53 delecija genskih napak
(dedni sindromi) napake
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Slika 1: Fearon-Vogelsteinov model razvoja kolorektalnega raka s sovpadajo¢im Stevilom genskih sprememb
(Stabuc in Ferkolj, 2011).

Celi¢ne genske spremembe so ve¢inoma somatske in se S asom kopicijo. Za nastanek raka
so poleg genetskih mutacij potrebne Se epigenetske spremembe. V primeru sprememb v
somatskih celicah govorimo o sporadicnem raku, medtem ko lahko mutacije v zarodnih
celicah povzrocijo dedno obliko raka. Do kopicenja genetskih napak, ki imajo za posledico
nastanek raka, pride v onkogenih, tumorsko zaviralnih in mutatorskih genih. Genetske
spremembe povzrocijo genomsko nestabilnost rakavih celic in Ce se ta izrazi na ravni
kromosomov, jo imenujemo kromosomska nestabilnost (CIN; angl. chromosomal
instability). Pri 80-85 % sporadi¢nih kolorektalnih karcinomov so opazili kromosomsko
nestabilnost in so zato oznageni kot CIN pozitivni (Lengauer in sod., 1998; Stabuc in Ferkolj,
2011). Primer CIN je sprememba tumor supresorskega gena apc (angl. adenomatous
polyposis coli), ki med celi¢cno delitvijo poskrbi za vzdrzevanje celovitosti in Stevila
kromosomov (Phelps in sod., 2009). Drugi geni, katerih spremembe vplivajo na
kancerogenezo kolorektalnega raka, so gen ctnnbl za (-katenin, gen dcc (angl. deleted in
colorectal cancer) in gen tp53. Gen ctnnbl sodeluje pri nadzoru genske transkripcije,
dcc inducira apoptozo celic v crevesnih kriptah in tako prepreci maligne transformacije celic,
tp53 pa nadzoruje celicne procese kot so celicna rast, diferenciacija, popravljanje DNK in
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nadzorovana celi¢na smrt 0ziroma apoptoza (Mehlen in Fearon, 2004; lacopetta, 2003;
Phelps in sod., 2009; Sheng in sod., 1998). Do razvoja raka lahko pride tudi zaradi mutacij
v onkogenu k-ras (angl. Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog), ki nadzoruje celi¢no
proliferacijo (Phelps in sod., 2009). Poleg CIN poznamo $e druge vrste genskih mutacij, ki
so vpletene v nastanek kolorektalnega raka. To so mutacije v genih BER (angl. base excision
repair) in MMR (angl. mismatch repair), ki so odgovorni za popravljanje napak pri
podvojevanju DNK. Mutacije v sistemu genov MMR povzrocajo mikrosatelitsko
nestabilnost, ki jo ozna¢ujemo z MSI (angl. microsatelite instability). Primer MMR genov
sta gena za MLH1 in MSH2 (Jass, 2007). Za nastanek raka niso dovolj le mutacije v zgoraj
nastetih genih, ampak so potrebne tudi epigenetske spremembe v sistemu genov MMR.
Najpogostejsa epigenetska sprememba je hipermetilacija citozina v otockih CpG
(angl. cytosine-phosphate-guanine island) in posledi¢no utiSanje zgoraj omenjenih genov.
Taksen tip genske okvare je navzoc¢ v 80 % vseh kolorektalnih karcinomov in jo oznacujemo
s CIMP (angl. CpG island methylator phenotype) (Stabuc in Ferkolj, 2011). Razvoj bolezni
iz benigne v maligno obliko oziroma iz adenoma v karcinom poteka zelo pocasi, saj se
morajo najprej zgoditi za to potrebne mutacije v tumor zaviralnih genih ali pa v onkogenih,
kar pa je odvisno od same pogostosti mutacij (Tjalsma in sod., 2012). Zgoraj nastete mutacije
in spremembe genov povzrocijo: (i) celitno rast brez zunanjih signalov rasti,
(if) neobcutljivost za protirastne signale, (iii) izmikanje apoptozi in unifenju zaradi
delovanja imunskega sistema, (iv) neomejen replikacijski potencial, (v) povecano
angiogenezo oziroma oziljevanje in (vi) invazijo v okolisko tkivo oziroma metastaziranje
(Hanahan in Weinberg, 2011). Sam genski profil kolorektalnega raka vpliva na njegovo
klini¢no, histolosko in biolosko sliko. Med vsemi tumorji imajo najslabso prognozo tumorji
CIN (Stabuc in Ferkolj, 2011).

2.2.4 Novotvorbe debelega crevesa

2.2.4.1 Divertikli

Crevesni divertikli so izbo¢enja &revesne stene v obliki mesickov. Njihovo ustje obi¢ajno
meri 5-10 mm. Divertikli lahko nastanejo v katerem koli delu debelega Crevesa, razen v
podrocju danke (Hafner, 2011).

2.2.4.2 Benigne novotvorbe

Polipi so lokalizirane povrsinske lezije sluznice prebavil dvignjene nad raven sosednje
sluznice. Gre za benigne oblike novotvorb, ki se med seboj makroskopsko in histolosko
mocno razlikujejo. Po obliki jih lo¢imo na pecljate, sesilne in ploske polipe, histoloSko pa
na adenomatozne polipe oziroma adenome, hiperplasti¢ne, hamartome, juvenilne in vnetne
polipe oziroma psevdopolipe ter polipe fundi¢nih Zlez (Markovic, 2011b).

Adenomi so neoplasti¢ne sluzni¢ne lezije z mutacijo v genu apc. Vecino adenomov odkrijejo
v debelem c¢revesu. Histolosko jih delimo v tubularne, tubulovilozne, vilozne in nazob¢ane
adenome, glede na citoloske spremembe pa v adenome z nizko ali z visoko stopnjo
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intraepitelijske neoplazije/displazije. 1z adenomov se lahko razvije kolorektalni rak v
zaporedju dogodkov, ki jih imenujemo adenomsko-karcinomska sekvenca. Maligni
potencial adenomov se visa z njihovo velikostjo in histolosko zgradbo (Markovi¢, 2011b).

2.2.4.3 Maligni tumorji

Najpomembnejsa dejavnika tveganja za razvoj malignih tumorjev sta druzinska polipoza
kolona in Crohnova bolezen. Maligno novotvorbo oziroma neoplazmo, ki se razvije iz
zleznih epitelijskih celic imenujemo adenokarcinom (Markovi¢, 2011a). Med vsemi
kolorektalnimi raki je 90 % adenokarcinomov, preostali delez predstavljajo limfomi 0ziroma
rak limfaticnega sistema ter ploscatoceliéni karcinomi (Ferlay in sod., 2013).
Adenokarcinomi navadno kazejo visoko stopnjo malignosti in najpogosteje metastazirajo v
jetra, pljuca in kosti (Markovi¢, 2011a).

2.2.5 Klini¢na slika

Znaki kolorektalnega raka so odvisni od lokacije tumorja v ¢revesju in njegove razsirjenosti
po telesu v obliki metastaz, vecinoma pa so neznacilni. Najpogoste;jsi znaki kolorektalnega
raka so obcCasna bolecina v trebuhu, sprememba ritma iztrebljanja, obCutek nepopolne
izpraznitve Crevesa, slabost, bruhanje, hujsanje in splosno slabo pocutje. Zaradi krvavitve iz
tumorja se razvije anemija zaradi pomanjkanja zeleza, kar je pri tumorjih v predelu
navzgornjega kolona obi¢ajno prvi znak, zaradi katerega pride bolnik k zdravniku. V¢asih
je krvavitev lahko tudi akutna. Takrat je blato pomesano s svetlo krvjo in sluzjo (Stabuc in
Ferkolj, 2011). Tumorji v navzdolnjem kolonu in esastem ¢érevesu lahko povzroéijo delno
ali popolno zaporo ¢revesne vsebine. Pride lahko do predrtja debelega ¢revesa. V primeru
akutnega predrtja so znacilni znaki bole¢ina, zviSana telesna temperatura in otipljiva
zatrdlina (Stabuc in Ferkolj, 2011).

2.2.6 Diagnoza

V diagnosti¢énem postopku odkrivanja kolorektalnega raka je pomembna natan¢na druzinska
in osebna anamneza. Potrebno je ugotoviti morebitne dedne dejavnike in dejavnike tveganja
zarazvoj kolorektalnega raka. Pri vsakem bolniku, starejSem od 40 let, ki ima anemijo zaradi
pomanjkanja zeleza, neznacilne bole¢ine v trebuhu, spremembe v izpraznjevalnem ritmu in
je opaziti kri v blatu, moramo posumiti na raka. Posebno pozornost je potrebno nameniti
bolnikom s povecanim tveganjem za nastanek raka, kot so bolniki z adenomi in bolniki s
kroniénimi vnetnimi boleznimi &revesa (Stabuc in Ferkolj, 2011).

2.2.6.1 Klini¢ni pregled

Klini¢ni pregled je sestavljen iz sploSnega klini¢nega pregleda, kjer zatipamo povecane
dimeljske bezgavke, povecana jetra in vranico. Pregled s prstom ali digitorektalni pregled je
poleg splosnega klini¢nega pregleda sestavni del klini¢nega pregleda. Prikrite krvavitve v
blatu ugotavljamo s hematestom. Pozitiven test je indikacija za nadaljnjo endoskopsko

Y Intraepitelijska neoplazija/displazija pomeni, da rakava sprememba ne sega v mukozo ali submukozo.
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diagnostiko. V¢asih je prvi simptom anemija zaradi pomanjkanja zeleza, ki nastane zaradi
prikrite krvavitve. Pri diagnozi lahko spremljamo tumorske oznacevalce kot je
karcinoembrioni¢ni antigen (CEA; angl. carcinoembryonic antigen), ki pa je povisan le pri
60 % bolnikov s kolorektalnim rakom (Stabuc in Ferkolj, 2011).

2.2.6.2 Endoskopija

Najpomembnejsa metoda pri odkrivanju raka debelega ¢revesa in danke je endoskopija
debelega Crevesa in danke (rektoskopija, sigmoidoskopija, kolonoskopija). S to metodo je
mogoc natancen pregled sluznice ¢revesa in biopti¢ni odvzem tkiva ter polipov za histolosko
preiskavo. S pomocjo endoskopije lahko opiSemo velikost in lego tumorja ter obliko
tumorske rasti. Najbolj zanesljiva preiskovalna metoda je kolonoskopija, ki z najveéjo
verjetnostjo, le pri 5 % kolonoskopskih preiskav je rezultat lazno negativen, potrdi ali
izklju¢i navzoénost tumorja. Pri odkrivanju ¢revesnega raka uporabljamo tudi virtualno
kolonoskopijo, ki sestoji iz tridimenzionalne racunalniske tomografije, ki skupaj s
kolonografijo omogo¢a natanéno lokalizacijo tumorja v &revesu (Stabuc in Ferkolj, 2011).

2.2.7 Zdravljenje

Pred zacetkom zdravljenja moramo dolo¢iti mesto primarnega tumorja, histolosko opredeliti
in potrditi tumor, odkriti morebitne adenome in sinhrone tumorje v drugih delih ¢revesa,
dolo¢iti lokalno razsirjenost tumorja, prizadetost regionalnih bezgavk in ugotoviti morebitne
oddaljene zasevke. Pri tem je v uporabi TNM Klasifikacija bolezni. Z oznakami T1-T4
opredelimo globino vraS€anja tumorja oziroma preraS€anja Crevesne stene, zasevke v
regionalnih bezgavkah opredelimo z oznakami NO-N2 in oddaljene zasevke z oznakami MO-
M1. Odloéitev o vrsti zdravljenja je odvisna od razsirjenosti bolezni, predhodne dopolnilne
kemoterapije, stanja telesne zmogljivosti, starosti, spremljajo¢e bolezni in bolnikove
sprejemljivosti do zdravljenja (Stabuc in Ferkolj, 2011).

2.2.7.1 Operativni poseg

Kirursko zdravljenje kolorektalnega raka je najpogostejsi nacin zdravljenja bolnikov v vseh
stadijih bolezni. V zgodnjem stadiju tumor v celoti odstranimo s kolonoskopsko
elektroresekcijo. Popolna odstranitev tumorja oziroma radikalna operacija je edini nacin
zdravljenja, ki daje bolniku moznost ozdravitve (Stabuc in Ferkolj, 2011).

2.2.7.2 Kemoterapija in obsevanje

Pri zdravljenju zasevkov se pred morebitno operacijo izvaja kemoterapija. V kombinaciji z
obsevanjem se izvaja tudi dopolnilna kemoterapija, ki predstavlja standardni nacin
zdravljenja radikalno operiranih bolnikov. Zdravljenje z obsevanjem in kemoterapijo se
uporablja tudi kot paliativni na¢in zdravljenja bolnikov z metastatskim rakom, kjer je glavno
vodilo izbolj$anje telesnega in psihosocialnega pocutja (Stabuc in Ferkolj, 2011).
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2.2.8 Kontrolni pregledi

Prvi dve leti po operaciji se kontrolni pregledi bolnikov izvajajo vsake tri mesece, nato
vsakih Sest mesecev, po petih letih pa enkrat letno. Pri bolnikih, ki so imeli pred operacijo
kolonoskopijo, pa prvo kontrolno kolonoskopijo napravimo tri leta po operaciji. Ce je
kolonoskopski izvid normalen, ponovimo kolonoskopijo vsakih 36 mesecev. Pri bolnikih z
rakom danke vsakih 12 mesecev naredimo $e rektoskopijo (Stabuc in Ferkolj, 2011).

2.2.9 Prognoza in presejalni testi

Kljub novim diagnosti¢nim postopkom obolevnost in z njo povezana umrljivost zaradi raka
na debelem Crevesu po vsem svetu stalno narasc¢a. V zadnjem desetletju je bil narejen velik
napredek v razumevanju molekularnih, biokemi¢nih in epidemioloSkih znacilnostih ter
terapevtskih moznostih pri ¢revesnem raku. Pri tem ima pomembno vlogo presejanje, saj na
ta nac¢in odkrivamo zgodnje oblike raka ter tako pomembno zmanj$samo zbolevanje in
umrljivost. Najpogosteje uporabljamo teste za odkrivanje prikrite krvavitve v blatu pri ljudeh
v starosti od 50 do 74 let vsaki dve leti (Stabuc in Ferkolj, 2011).

Drzavni program presejanja in zgodnjega odkrivanja predrakavih sprememb in raka na
debelem ¢revesu in danki izvaja Program Svit, katerega nosilec je Institut za varovanje
zdravja Republike Slovenije in znotraj tega Center za prepreCevanje kroni¢nih bolezni
CINDI. Program omogoca odkrivanje prikritih krvavitev v blatu in po potrebi Se natan¢nejso
preiskavo ¢revesa. Tako je bilo od 1.1. do 31.12.2013 v program povabljenih 248.004 oseb.
Presejane je bilo 56,10% povabljene populacije in 8.197 (6,15%) oseb je imelo pozitiven
izvid prikrite krvavitve. V letu 2013 je bilo izvedenih 7.969 kolonoskopij (Novak-Mlakar in
sod., 2014).

2.3 MIKROBIOTA IN KOLOREKTALNI RAK

Da kolorektalni rak ni le genetska bolezen nakazujejo rezultati Studij, ki podpirajo vliogo
infektivnih agensov pri razvoju kolorektalnega raka, predvsem v tistih organih, ki so stalno
izpostavljeni vplivom mikroorganizmov. Primer je ¢loveski prebavni trakt, kjer je priblizno
10 bakterij, ki jih uvr§¢amo v vsaj 10° razli¢nih bakterijskih vrst (Hooper in Gordon, 2001).
Na podlagi vplivov mikroorganizmov v prebavnem traktu, sta Sears in Pardoll (2011)
predlagala, da gre pri patogenezi kolorektalnega raka za tristranski odnos med mikrobioto
oziroma mikrobno zdruzbo prebavil, imunskim odzivom sluznice debelega Crevesa in
epitelijskimi celicami debelega ¢revesa (CEC; angl. colonic epithelial cells) (Slika 2).
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Slika 2: Tristranski odnos med (i) mikrobioto, (ii) imunskim sistemom sluznice debelega ¢revesa in odgovorom
epitelijskih celic debelega ¢revesa (CEC) ter (iii) genetiko CEC prispeva k patogenezi raka na debelem ¢revesu
(Sears in Pardoll, 2011).

2.3.1 Vplivi ¢revesne mikrobne zdruzbe na fiziologijo epitelijskih celic ¢revesa

Kompleksnost ¢revesne mikrobiote ima kljuéno vlogo pri ohranjanju zdravja ljudi. Pomaga
pri oblikovanju homeostaze epitelijskih celic, omogoca proizvodnjo vitaminov in fizi¢no
onemogoca razrast patogenih mikroorganizmov (Tjalsma in sod., 2012). V distalnem
¢revesju Cloveka imajo lahko mikrobi poleg koristnih, tudi $kodljive u¢inke na gostiteljevo
fiziologijo. Primer je spodbuditev kroni¢nega vnetnega odziva, ki je eden glavnih dejavnikov
tveganja za razvoj kolorektalnega raka. Tako v primeru ulceroznega kolitisa vnetje ¢revesne
sluznice poveca tveganje za zgodnji razvoj &revesnega raka za 8-30 x (Stabuc in Ferkolj,
2011). Primer posredne povzrocitve raka zaradi kroni¢nih vnetnih odzivov, ki jih izzovejo
prisotnost oziroma toksi¢ni produkti mikroorganizma, je bakterija Helicobacter pylori, Ki
1zzove nastanek raka na zelodcu (Cover in Blaser, 2009). Povzrocitev razvoja raka zaradi
mikroorganizmov je lahko tudi neposredna, kot je v primeru humanega papiloma virusa, ki
je odgovoren za razvoj raka materni¢nega vratu (zur Hausen, 2009). V Crevesju prisotne
bakterije lahko povzrocijo razvoj kolorektalnega raka tudi s proizvajanjem superoksidnih
radikalov, ki poskodujejo DNK epitelijskih celic, proizvodnjo genotoksinov in od T-
pomoznih celic odvisno indukcijo celi¢ne proliferacije (Marchesi in sod., 2011).

2.3.2 Sestava ¢revesne mikrobiote in »mikrobno jedro«

Za lazjo opredelitev vloge mikroorganizmov pri razvoju kolorektalnega raka je potrebno
najprej opredeliti sestavo mikrobiote v Crevesju zdravega Cloveka, kot je cilj raziskav v
okviru projekta ¢loveskega mikrobioma (angl. Human Microbiome Project) in MetaHIT
(angl. Metagenomics of the Human Intestinal Tract) (Turnbaugh in sod., 2007; Qin in sod.,
2010).
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Eckburg in sodelavci (2005) so med prvimi v vzorcih fecesa in sluznice debelega ¢revesa
zdravih ljudi pokazali prisotnost vsaj 400 razlicnih bakterijskih vrst. Z molekularnimi
metodami za profiliranje mikrobiote c¢revesa (DGGE, sekvenciranje bakterijskih
ribosomskih genov) je bilo pokazano, da sestava ¢revesne mikrobiote pri razli¢nih ljudeh ni
enaka, medtem ko je mikrobna kolonizacija ¢revesne sluznice vzdolz debelega ¢revesa pri
odraslih ljudeh razmeroma stabilna (Green in sod., 2006; Costello in sod., 2009).

Kljub razli¢ni sestavi mikrobiote med razli¢nimi ljudmi, se je pokazalo, da v distalnem delu
¢revesa najdemo dolo¢en katalog skupnih bakterijskih genov, ki jih je mozno zaslediti pri
vecini ljudi (angl. core microbime) (Turnbaugh in sod., 2007; Turnbaugh in Gordon, 2009;
Qin in sod., 2010). Nadalje so se oblikovale zamisli o »skupnem mikrobnem jedru« (angl.
common bacterial core), kjer je pri vsakem posamezniku mogocCe najti doloCene
predstavnike mikrobne zdruzbe (Qin in sod., 2010). Ve¢ kot 90 % vseh bakterijskih vrst v
¢revesni mikrobioti spada v le dve bakterijski debli, to sta Bacteroidetes in Firmicutes
(Qin in sod., 2010). Nato sledita debli Proteobacteria in Actinobacteria ter v manjSem
delezu e debla Fusobacteria, Verrucomicrobia in Cyanobacteria (Eckburg in sod., 2005).

Dognanje o stabilnosti sestave mikrobne zdruzbe vzdolz kolona pri istem ¢loveku 0ziroma
0 moznosti obstoja »mikrobnega jedra« pri razli¢nih ljudeh, je pripeljalo do nove
predpostavke. Avtorji nadaljnjih Studij so v grobem predpostavili, da v kolikor igra
mikrobiota aktivno vlogo pri patogenezi kolorektalnega raka, bodo »odgovorni« mikrobi v
tumorskem mikrookolju tudi prisotni, struktura mikrobiote tumorja pa se bo razlikovala od
mikrobiote sosednjega zdravega tkiva. Predpostavili so tudi, da se bo sestava ¢revesne
mikrobiote bolnikov s kolorektalnim rakom razlikovala od ¢revesne mikrobiote zdravih
ljudi. Danes znana primera, kjer spremembo strukture ¢revesne mikrobiote povezujemo s
patogenezo bolezni sta Crohnova bolezen in ulcerozni kolitis (Frank in sod., 2007
Turnbaugh in sod., 2007; Qin in sod., 2010). Predlaganih je ve¢ modelov s katerimi
pojasnjujemo na kakSen nacin naj bi ¢revesna mikrobiota vplivala na razvoj kolorektalnega
raka.

2.3.3 Modeli razvoja kolorektalnega raka zaradi vplivov mikrobiote

2.3.3.1 Sprememba v strukturi ¢revesne mikrobiote

Opravljenih je bilo ve¢ studij, kjer so raziskovali potencialne razlike oziroma spremembe v
sestavi mikrobiote v fecesu bolnikov s kolorektalnim rakom in zdravih ljudi (Ahn in sod.,
2013; Sobhani in sod., 2011) ter v sestavi mikrobiote, ki kolonizira zdravo oziroma tumorsko
spremenjeno ¢revesno tkivo istega bolnika (Marchesi in sod., 2011).

Sobhani in sodelavci (2011) so raziskovali sestavo mikrobiote v vzorcih fecesa bolnikov s
kolorektalnim rakom in jo primerjali s sestavo mikrobiote v fecesu zdravih ljudi. Kljub temu,
da naj bi se sestava mikrobiote pri razli¢nih ljudeh razlikovala (Green in sod., 2006; Costello
in sod., 2009), so avtorji pokazali, da so razlike v sestavi mikrobiote med bolniki in zdravimi
ljudmi vecje kot pa samo med bolniki oziroma samo med zdravimi ljudmi (Sobhani in sod.,
2011). Tudi Ahn in sodelavci (2013) so pokazali razlike v sestavi mikrobiote v fecesu
bolnikov in zdravih ljudi. Dodatno so pri bolnikih pokazali manjSo diverziteto mikrobiote,
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zmanjs$ano Stevilo bakterij iz razreda Clostridia ter povecano Stevilo bakterij iz rodov
Fusobacterium ter Porphyromonas (Ahn in sod., 2013).

Za razliko od zgoraj navedenih S$tudij, so Marchesi in sodelavci (2011) z metodo
sekvenciranja bakterijske rRNK analizirali sestavo mikrobiote v tumorsko spremenjeni in v
bliznji zdravi ¢revesni sluznici bolnikov s kolorektalnim rakom. Avtorji so v mikrobioti
tumorsko spremenjene sluznice pri¢akovali povecano prisotnost potencialno patogenih
mikroorganizmov, Ki bi jih lahko posredno povezali z nastankom kolorektalnega raka. Pri
petih od Sestih preiskovanih pacientov so ugotovili, da v primerjavi med tumorsko
spremenjeno in oddaljeno nespremenjeno sluznico pride do dramati¢nih sprememb v sestavi
tamkaj$nje mikrobiote. Nasprotno od pri¢akovanega v tumorskem tkivu ni bilo povecano
Stevilo patogenih bakterij, ampak so bili to predstavniki rodov Coriobacteridae, Roseburia,
Fusobacterium in Faecalibacterium, ki splos$no veljajo za ¢revesne komenzalne bakterije s
probiotskimi znacilnostmi. Na podlagi tega so avtorji zakljucili, da so bili premiki v sestavi
mikrobiote posledica dramati¢nih fizioloskih in presnovnih sprememb, ki so posledica same
kancerogeneze (Marchesi in sod., 2011). Da pride do sprememb v koli¢ini dostopnih
nutrientov v tumorskem okolju sluznice so pokazali Hirayama in sodelavci (2009). Vecina
rakavih celic proizvaja glavnino energije z glikolizo in ne s Krebsovim ciklom. Vzrok je
lahko pomankanje prisotnosti zadostne koli¢ine kisika v tumorju, kar je pogosto posledica
slabe angiogeneze in zato slabe prekrvavitve tumorja. Zaradi tega je v tumorskem okolju
nizka raven glukoze in piruvata, medtem ko je prisotna visoka koncentracija laktata ter
drugih intermediatov glikolize, kar povzroci znizanje pH. Posledi¢no se nastete spremembe
lahko odrazajo v spremembi tamkajs$nje mikrobiote (Hirayama in sod., 2009).

2.3.3.2 Alfa bakterije

Za opredelitev vloge mikrobiote v razvoju kolorektalnega raka sta Sears in Pardoll (2011)
uvedla hipotezo »alfa bakterij«, pri ¢emer lahko doloceni ¢lani mikrobiote le-to
preoblikujejo tako, da nastali vnetni imunski odziv in transformacija epitelijskih celic
debelega Crevesa vodita v nastanek raka. Nekateri predstavniki mikrobiote niso le
neposredno proonkogeni, ampak so zmozni preoblikovati ¢revesno mikrobioto v tak$no, ki
krepi in Se naprej spodbuja njihovo rast in indukcijo imunskega odgovora sluznice ter
povzroc¢a spremembe epitelijskih celic debelega Crevesa. Poleg tega lahko ti mikrobi
okrepijo kancerogenezo s selektivnim izrivanjem ostalih mikrobnih vrst. Vse skupaj nato
vodi v nastanek kolorektalnega raka (Sears in Pardoll, 2011). Primer taksnih bakterij so
enterotoksigeni sevi Bacteroides fragilis (ETBF), ki proizvajajo toksin fragilizin (BFT; angl.
Bacteroides fragilis toxin) (Toprak in sod., 2006). Poleg tega, da je ta toksin neposredno
genotoksicen za celice debelega epitela, v njih stimulira cepitev tumor zaviralnega proteina
E-kadherina, kar povzroci celi¢no proliferacijo ter povecanje prepustnosti ¢revesne pregrade
(Wu in sod., 2007). Tudi stalna kolonizacija debelega Crevesa z bakterijami iz druzine
enterobakterij, kot so Shigella, Citrobacter in Salmonella spp., lahko izzove kroni¢ni
imunski odziv in posledi¢no razvoj kolorektalnega raka (DuPont, 2009).
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2.3.3.3 Bakterijski »vozniki« in »potniki« razvoja kolorektalnega raka

Model bakterijskih »voznikov« in »potnikov« razvoja kolorektalnega raka prav tako opisuje
vlogo posameznih bakterijskih vrst pri razvoju kolorektalnega raka. Za razliko od modela
»alfa bakterij«, se bakterije, ki povzrocijo zacetek razvoja kolorektalnega raka, v tem modelu
imenujejo »bakterijski vozniki kolorektalnega raka« (Tjalsma in sod., 2012). Ta model
predpostavlja, da se zaradi sprozene kancerogeneze nato vzpostavijo bakterijske niSe
(Hirayama in sod., 2009), kjer so dolo¢ene oportunisti¢ne bakterije sposobne rasti hitreje in
jih imenujemo »bakterijski potniki kolorektalnega raka«. Te bakterije naj ne bi povzrocile
razvoja kolorektalnega raka, ampak se tam razrastejo Sele takrat, ko se spremeni okolje v
blizini tumorsko spremenjene Crevesne sluznice in tako izpodrinejo prvotno razrascene
bakterije, ki so povzro¢ile mutacije v genomih rakavih celic (Tjalsma in sod., 2012). Opazno
zmanj$anje 0ziroma izginotje bakterijskih vrst, ki jih definiramo kot bakterijske »voznike,
se pojavi pri napredovanju raka zelodca, kjer pride do izginotja bakterije H. pylori (Kang in
sod., 2006). Tako imajo bakterijski »vozniki« in »potniki« razli¢no ¢asovno obdobje razrasti
v tumorskem okolju in posledi¢no naj bi bile lo¢ene tudi njihove vloge v patogenezi
kolorektalnega raka (Slika 3) (Tjalsma in sod., 2012).

Drive bacteria outcompeted o 0 0
by passenger bacteria

OOO 0?0 OO

’

Intestinal lumen 0 Oqo 0 0 400

Passenger bacterium

Driverbacterium‘L
~ Q

a
o

Epithelial

i mal Hyperproliferative Adenoma

Lamina
propria

APC Mutation accumulation 7 P53

Slika 3: Model bakterijskih »voznikov« in »potnikov« razvoja kolorektalnega raka (Tjalsma in sod., 2012).
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Marchesi in sodelavci (2011) so v tumorskem tkivu, v primerjavi z zdravim tkivom, zaznali
zmanjsanje prisotnosti rodov iz druzine enterobakterij, kot so Citrobacter, Shigella,
Cronobacter, Kluyvera, Serratia in Salmonella spp., kar nakazuje, da so te bakterije del
mikrobiote bolnikov s kolorektalnim rakom, vendar jih med napredovanjem bolezni
prerastejo zgoraj omenjene komenzalne bakterije iz rodov Coriobacteridae, Roseburia,
Fusobacterium in Faecalibacterium. Na podlagi teh $tudij se zdi, da so najpogostejsi
»bakterijski potniki«, ki kolonizirajo tkivo, kjer se razvije kolorektalni rak, bakterije iz rodu
Fusobacterium. Ni $e jasno, ali imajo ti po Gramu negativni oportunisti¢ni patogeni le koristi
od tumorsko spremenjenega tkiva ali imajo aktivno vlogo pri razvoju bolezni (Castellarin in
sod., 2011; Kostic in sod., 2011).

2.4 FUZOBAKTERWNE
2.4.1 Fusobacterium nucleatum

Fuziformne organizme? (angl. fusiform organisms) je v vzorcih zobne gnilobe prvi opazil
van Leeuwenhoek (1693). Leta 1894 jih je v vzorcih lezij akutnega nekrotizirajoega
ulceroznega gingivitisa odkril Plaut in dve leti kasneje v vzorcih Vincentove angine Se
Vincent. Kot prva sta leta 1898 fuziformne organizme v Cisti kulturi izolirala Veillon in
Zuber ter jim poimenovala Bacillus fusiformis. Leta 1922 je Knorr predlagal ime rodu
Fusobacterium ter opisal tri vrste: F. plauti-vincentii, F. nucleatum in F. polymorphum, ki
so jih leta 1974 zdruzili v eno vrsto z imenom F. nucleatum (Dzink in sod., 1990). Danes
fuzobakterije uvrséamo v lastno deblo Fusobacteria. Rod Fusobacterium vsebuje naslednje
vrste: F. alocis, F. canifelinum, F. equinum, F. gonidiaformans, F. mortiferum, F. naviforme,
F. necrogenes, F. necrophorum, F. nucleatum, F. perfoetens, F. periodonticum, F. plautii,
F. polysaccharolyticum, F. prausnitzii, F. pseudonecrophorum, F. russii, F. simiae, F. sulci,
F. ulcerans in F. varium (Euzéby, 1997).

Bakterije iz rodu Fusobacterium so po Gramu negativni, negibljivi in nesporogeni striktni
anaerobi. Imajo znacilno obliko rahlo ukrivljenih pal¢k s konicastimi konci, ki so pogosto
zadebeljene na sredini. Merijo 0,4-0,7 pm v $irino in 3-10 um v dolZino (Moore in sod.,
1984). Glavni kon¢ni produkt njihovega metabolizma predstavljata ocetna kislina ter
maslena kislina (Lawson in sod., 1989). Vsebnost gvanina in citozina (G + C) v genomu
med razliénimi vrstami se giblje med 26 in 52 mol % (Moore in sod., 1984).

F. nucleatum prvotno najdemo v ustni votlini ljudi in zivali, kjer ima pomembno vlogo pri
parodontalnih boleznih. Vrsta F. nucleatum ima 5 podvrst: F. nucleatum subsp. animalis,
F. nucleatum subsp. fusiforme, F. nucleatum subsp. nucleatum, F. nucleatum subsp.
polymorphum in F. nucleatum subsp. vincentii (Euzéby, 1997). Tipski sev predstavlja
Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum (ATCC 25586, DSM 15643). Genom tipskega
seva je velik 2,17 Mb, medtem ko vsebnost G + C znasa 27 mol % (Kapatral in sod., 2002).
Na krvnem agarju tvorijo bakterije tipskega seva 1-2 mm velike, okrogle, izbo¢ene in
navadno nehemoliticne kolonije. V tekoem gojis¢u z glukozo zrastejo v obliki

2 Fuziformen: vretenaste oblike, zaokrozen, se oZi od sredine proti vsakem koncu.



15

Sket R. Molekularno odkrivanje bakterije Fusobacterium nucleatum v biopsijskih vzorcih pacientov s kolorektalnim rakom.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2014

kosmicastega 0ziroma zrnatnega sedimenta ter z znacilnim mo¢nim smradom (Moore in
sod., 1984).

Zaradi adhezivnih sposobnosti F. nucleatum predstavlja »most« med zgodnjimi in poznimi
kolonizatorji biofilma zobne gnilobe (Kolenbrander in sod., 2006). Ve¢ina raziskav o
bakteriji F. nucleatum se osredotofa na preucevanje njene vloge pri gingivitisu in
periodontitisu. Poleg tega ima ta bakterijska vrsta sposobnost vdora v epitelijske celice ustne
votline in povzro¢anja vnetja (Han in sod., 2000). Do danes jo povezujemo s Stevilnimi
boleznimi. Izolirana je bila iz razli¢nih vnetnih mest: sinusitis, endokarditis, septi¢ni artritis,
tonsilitis (vnetje mandljev) ter ognojkov mozganov, koze in jeter. F. nucleatum so odkrili
tudi v okuzbah plju¢ in secil, zaradi invazije v plodovnico med nosec¢nostjo, lahko povzroci
prezgodnji porod ali pa mrtvorojenost (Marina in sod., 1993; Shammas in sod., 1993; Brook
in Leyva, 1994; Roberts, 2000).

Do nedavnega je veljalo, da so bakterije F. nucleatum primarno del ustne mikrobiote ljudi
in jih v prebavnem traktu najdemo samo obc¢asno. Da je temu tako, so sklepali na osnovi
rezultatov gojenja bakterij iz vzorcev ¢loveskega blata. Na ta nacin pogosto niso zaznali
velikega Stevila zivih fuzobakterijskih celic, ki so kolonizirale sluznico ¢revesa (Allen-
Vercoe in sod., 2011), medtem ko je bilo z metodo FISH (angl. fluorescence in situ
hybridization) mozno opaziti povezavo med invazivnimi bakterijami rodu Fusobacterium
(vkljuéno s F. nucleatum) in vnetim tkivom slepic¢a (Swidsinski in sod., 2011). Slednje
nakazuje, da so bile bakterije rodu Fusobacterium dolgo ¢asa spregledan del mikrobiote
debelega ¢revesa, ki lahko zaradi svojih vnetnih in invazivnih funkcij sodeluje tudi pri
razvoju vnetnih ¢revesnih bolezni in posledi¢no razvoju kolorektalnega raka.

2.4.2 Fuzobakterije in kolorektalni rak

Leta 2011 so tri neodvisne skupine porocale o raznolikosti v sestavi mikrobne zdruzbe, pri
bolnikih s kolorektalnim rakom. Analize so bile izvedene na bioptih ¢revesne sluznice, Ki SO
jih odvzeli v poznih fazah razvoja tumorja. Ti vzorci so bili tumorsko tkivo, odvzeto iz mesta
tumorja in okolisko pregledano zdravo tkivo. Pri delu so uporabili razlicne molekularne
tehnike ugotavljanja nukleotidnega zaporedja mikrobne DNK in RNK, striktno anaerobne
gojitvene tehnike in citoloske analize vzorcev. Najbolj oc¢itna podobnost med opisanimi
mikrobnimi zdruzbami v teh S$tudijah je znacilen porast Stevila bakterij iz rodu
Fusobacterium v sluznici debelega ¢revesa, glede na to ali gre za rakavo spremenjen ali za
zdrav del debelega ¢revesa (Castellarin in sod., 2011; Kostic in sod., 2011; Marchesi in sod.,
2011). Poleg povecanja bakterij iz rodu Fusobacterium, je bilo vidno znaéilno zmanj$anje
Stevila predstavnikov bakterijskih debel Bacteroidetes in Firmicutes in znotraj tega debla
razreda Clostridia, katerih Stevilcnost je visja v zdravih delih debelega crevesa (Kostic in
sod., 2011). Castellarin in sodelavci (2011) so pokazali, da je sekvenca, ki je bila za tumorsko
okolje znacilno povecana, podobna sekvenci bakterije Fusobacterium nucleatum subs.
nucleatum (ATCC 25586, DSM 15643). Nadalje so iz bolnikov s kolorektalnim rakom
uspeli izolirati sev fuzobakterij in s histolosko analizo celicne linije debelo-Crevesnega
adenokarcinoma dokazati njegovo invazivnost. To nakazuje, da lahko te bakterije vdirajo v
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tumorske celice in posledi¢no z metastazami potujejo po telesu, ne da bi jih imunski sistem
prepoznal in unicil (Castellarin in sod., 2011).

Opravljenih je bilo se ve¢ Studij, s katerimi so prav tako potrdili porast Stevila bakterij iz
rodu Fusobacterium v fecesu bolnikov s kolorektalnim rakom (Ahn in sod., 2013) ter v
bioptih tumorsko spremenjene sluznice debelega ¢revesa (Tahara in sod., 2014), kot tudi v
adenomih debelega ¢revesa (McCoy in sod., 2013). Tahara in sodelavci (2014) so preucevali
tudi povezavo bakterij iz rodu Fusobacterium z razli¢nimi tipi mutacij in epigenetskih
sprememb preiskovanih tumorjev, kot so CIMP, MSI in mutacije v genih k-ras ter tp53.
Pokazali so povezavo med povecano koli¢ino fuzobakterij in gensko okvaro CIMP
(P=0,001) ter MSI (P=0,018) (Tahara in sod., 2014). Pri ugotavljanju stevila vseh bakterij iz
rodu Fusobacterium, kot tudi samo bakterij F. nucleatum, so pokazali, da trend spreminjanja
Stevila fuzobakterij sovpada trendu spreminjanja Stevila bakterij F. nucleatum in to tako v
tumorskem, kot tudi v zdravem tkivu (Tahara in sod., 2014).

V nasprotju s predpostavko o »bakterijskih potnikih razvoja kolorektalnega raka« (Tjalsma
in sod., 2012), so Tahara in sodelavci (2014) pripisali bakterijam iz rodu Fusobacterium
patogeno vlogo pri razvoju kolorektalnega raka. To utemeljujejo z ugotovitvami, (i) da lahko
fuzobakterije zaznamo tako v vzorcih tumorskega in okoliskega zdravega tkiva, kot tudi pri
zdravih ljudeh, (ii) visoko stevilo fuzobakterij v zdravi sluznici lahko predvidimo glede na
molekularni profil tumorja in (iii) bolniki s povisanim $tevilom fuzobakterij imajo specificen
molekularni profil tumorjev (Tahara in sod., 2014). Na vlogo fuzobakterij pri kancerogenezi
nakazuje tudi povisano $tevilo teh bakterij v okolici adenomov oziroma polipov, ki nastanejo
v prvih fazah razvoja kolorektalnega raka (Kostic in sod., 2013; McCoy in sod., 2013).

V dveh $tudijah so Kostic in sodelavci (2013) ter Rubinstein in sodelavci (2013) predstavili
mehanizem delovanja F. nucleatum pri razvoju kolorektalnega raka. V in vivo testih se je
pri v debelem ¢revesu s F. nucleatum okuzenih APC misih® pojavilo veéje stevilo tumorjev
kot pri kontrolnih misih. Prav tako je v okolici adenomov poskusnih misi prislo do
mocnejSega vnetja zaradi vecje infiltracije mieloi¢nih imunskih celic (monociti, makrofagi,
granulociti) in ostalih vnetnih markerjev (COX-2, IL-8, IL-6 in TNF-a) (Kostic in sod.,
2013). Tudi Rubinstein in sodelavci (2013) so potrdili vnetni in kancerogeni vpliv
F. nucleatum pri razvoju kolorektalnega raka. Glavno vlogo pri patogenezi so pripisali FadA
proteinu, ki se nahaja na njeni povrsini. S pomocjo FadA se F. nucleatum veze na
transmembranski protein E-kadherin epitelijskih celic, kar omogo¢i vdor bakterije v
epitelijske celice. Nadalje pride v epitelijski celici do aktivacije B-katenina in posledi¢no
aktivacije vnetnih in onkogenih signalov, kot je izraZanje transkripcijskih faktorjev,
onkogenov ter vnetnih markerjev, ki skupaj sprozijo razvoj kolorektalnega raka (Rubinstein
in sod., 2013). Avtorji obeh Studij so pokazali, da F. nucleatum povzro¢i razvoj
kolorektalnega raka v celi¢nih linijah in misih z okvaro v genu apc. Slednje nakazuje, da je
za zaCetek razvoja kolorektalnega raka Se vedno potrebna okvara tega gena in posledi¢ni
razvoj adenomov v debelem ¢revesu, ter da se bakterije iz rodu Fusobacterium Sele nato
prikljuc¢ijo razvoju kolorektalnega raka (Keku in sod., 2013). Tako navkljub pokazanem Se

3 APC mi§: z mutacijo v genu APC.
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vedno obstaja odprto vprasanje ali bakterije iz rodu Fusobacterium, vklju¢no s F. nucleatum,
v celoti povzrocijo razvoj kolorektalnega raka ali je njihov razrast v tumorskem tkivu
posledica vplivov spremenjenega tumorskega okolja.

2.5 METODE OPREDELJEVANJA CREVESNE MIKROBIOTE

Danes poznamo ve¢ metod za opredelitev ¢revesne mikrobiote, Ki jih v grobem delimo na
»tradicionalne« in »molekularne«. Med tradicionalne metode Stejemo tiste, ki vkljucujejo
gojenje. Primer tak$nih metod sta Stetje kolonij na trdnem (selektivnem) gojis¢u in metoda
najverjetnejSega Stevila celic MPN (angl. most probable number). Poleg tega, da moramo
pri delu poznati rastne zahteve mikroorganizma, ki ga gojimo, je glavna slabost teh metod
0,01 do 10 % vseh prisotnih celic v mikrobnem vzorcu (Amann in sod., 1995). Zaradi tega
danes pri ugotavljanju sestave mikrobiote in Stevila posameznih mikrobov Vv crevesu
uporabljamo razli¢ne molekularne metode, ki so na kratko opisane v nadaljevanju (Slika 4).

gojenje - VZOorec > FISH
sekvenciranje DNK osamitev SR
celotneca mﬂ::robioma «+———|  skupne bakterijske DNK = | ——» A mpztgmm
(an g}. S (Eloveske, virusne, protozojske)
sequencing) i
neposredno pomnozevanje genov za DNK
o B : .
sekvenciranje delov 165 rRNK s PCR mikromreze
pomnozkov genov
za 165 rRNK; npr.
454 pyrosequencing
e locitev pomnozkov genov za
Klonir am'h] 16S tRNK (gelska elektorforeza
B nozkov gendl npr. DGGE, TGGE, T-RFLP
za 16S rRNK l
lise (angl. bands
izrezovanje lis in sekvenciranje hibridizacija s sondami

Slika 4: Shematski prikaz metod za opredeljevanje ¢revesne mikrobiote (Fraher in sod., 2012).
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2.5.1 Hibridizacija in situ

Hibridizacija in situ omogoca prepoznavanje posameznih mikrobnih celic in s tem
filogenetsko identifikacijo. Temelji na hibridizaciji kratkega fluorescentno oznaCenega
oligonukleotida s komplementarno sekvenco v rRNK. Fluorescentne celice lahko opazujemo
z epifluorescen¢nim mikroskopom, konfokalnim mikroskopom ali pretocnim citometrom.
Metoda je zelo razsirjena v mikrobni ekologiji in znana pod imenom FISH (angl. fluorescent
in situ hybridization) (Amann in sod., 1995). Slabost metode je, da ne omogoca odkrivanja
Se neznanih oziroma neopisanih mikroorganizmov in je bolj primerna za sledenje enega ali
nekaj tarénih mikroorganizmov kot za ugotavljanje strukture mikrobiote.

2.5.2 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v gradientu denaturanta (DGGE)

DGGE (angl. denaturing gradient gel electrophoresis) je elektroforetska metoda, ki jo
najveckrat uporabljamo za oceno razlik v sestavi mikrobiote med primerjanimi vzorci, Saj
omogoca locevanje med razlicnimi mikrobnimi vrstami na osnovi razlik v zaporedju DNK.
Zaradi teh razlik pride do razli¢ne elektroforetske mobilnosti delno denaturirane dvoverizne
molekule DNK (dsDNK) v poliakrilamidnem gelu z linearnim gradientom denaturanta.
Vecja kot je vsebnost parov GC (gvanidin, citozin), bolj je molekula dsDNK odporna na
denaturacijo in kot taka se bo razklenila ter posledicno ustavila pri visji koncentraciji
denaturanta. To na gelu vidimo v obliki lise (angl. band) (Fischer in Lerman, 1983).
Z uporabo zacetnih oligonukleotidov z »GC-¢eljustmi« poskrbimo, da se dsDNK ne razgradi
do konca in tako ne potuje kot enoverizna molekula DNK (ssDNK) (Muyzer in Smalla,
1998). Nadalje lahko iz DGGE gela izrezemo dolo¢ene lise, s PCR ponovno pomnozimo
tam prisotno DNK in s pomocjo sekvenciranja izvedemo filogenetsko identifikacijo.
Podobno kot DGGE, tudi TGGE (angl. temperature gradient gel electrophoresis) omogoca
ocenitev sestave mikrobiote, le da v tem primeru namesto gradienta denaturanta med
potekom analize viSamo temperaturo (Muyzer in Smalla, 1998).

2.5.3 Restrikcijski polimorfizem dolZine kon¢nih fragmentov (TRFLP)

TRFLP (angl. Terminal restriction fragment lenght polymorphism) tako kot DGGE in
TGGE omogoca oceno sestave mikrobiote v vzorcu. Metoda omogoca lo¢evanje med
razli¢nimi mikrobiotami na podlagi spremljanja velikosti terminalnih restrikcijskih DNK
fragmentov. Metodo izvedemo tako, da tar¢éno DNK ob pomnozevanju z metodo PCR na
5' koncu oznacimo s fluorokromom in po restrikciji z endonukleazo lo¢imo s kapilarno
elektroforezo (Osborn in sod., 2000).
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2.5.4 DNK mikromrezZe

Metoda omogoca filogenetsko identifikacijo crevesne mikrobiote in se uporablja za
primerjavo sestave mikrobiote med razli¢nimi populacijami. Princip metode temelji na
oligonukleotidnih sondah, ki so pritrjene na stekleni plosc¢ici. Ko na plos¢o dodamo
fluorescentno oznacene pomnozke tarcne DNK, pride do hibridizacije med pomnozki in
specificnimi sondami. Fluorescenco vezanih pomnozkov nato spremljamo z laserjem
(Palmer in sod., 2006).

2.5.5 PCR Vv realnem ¢asu (QPCR)

Je kvantitativna metoda, ki omogoca identifikacijo Ze poznanih bakterijskih vrst oziroma
visjih taksonomskih skupin in oceno S$tevila bakterij v vzorcih. Princip metode je podoben
obi¢ajnemu PCR, le da je pri qPCR dodano fluorogeno oznacevanje zacetnih
oligonukleotidov, sond ali pomnozkov. Slednje omogoca sprotno spremljanje poteka
reakcije. Povecanje koli¢ine DNK pomnozka spremljamo kot povecanje fluorescentnega
signala, ki ga zaznamo z detektorji v qPCR napravi (Mackay, 2004). Koli¢ino sproScene
fluorescence prikazemo grafiéno v odvisnosti od Stevila ciklov PCR in glede na potek rasti
izmerjene fluorescence dolo¢imo cikel, kjer je reakcija presla prag zaznave. Ta tocka (Cr)
je odvisna od zacetne koli¢ine tar¢ne DNK. Koli¢ino taréne DNK v vzorcu kvantificiramo
glede na standardno krivuljo, ki jo izriSemo na podlagi pomnoZevanja standarda z znano
koli¢ino taréne DNK (Carey in sod., 2007).

Pri tipu qPCR, kjer oznacujemo nastale pomnozke, je fluorescentni reporter nespecificno
barvilo, ki interkalira v dvojno vija¢nico (dsDNK). Primer takega barvila je SYBR Green,
ki za¢ne fluorescirati, kadar je vezan v dsDNK. Pri poteku qPCR polimeraza pomnozuje
taréno DNK in pri tem nastaja ¢edalje ve¢ dsDNK molekul. V te nastale molekule se veZe
vec barvila in posledi¢no se poveca fluorescenca. Barvilo SYBR Green se veze nespecificno
v vse dsDNK molekule, zato moramo na koncu gPCR metode preveriti, ali so nastali le
specifi¢ni produkti. To preverimo s talilno krivuljo (angl. melting curve). Pri tej metodi
visamo temperaturo in spremljamo razpad v qPCR nastalih dsDNK molekul na enoverizne
DNK molekule (ssDNK). Pri razpadu dsDNK se vezano barvilo sprosti in fluorescenca
ugasne. V primeru, da je pri qPCR nastal le specificen produkt, bo zaradi iste bazne sestave
imel enako temperaturo taljenja (Tm; angl. melting temperature) in posledi¢no bodo vse
dsDNK razpadle pri isti temperaturi, kar bo na krivulji vidno v obliki enega vrha
(Mackay, 2004).

Pri drugem tipu gqPCR nastanek specifi¢nih produktov spremljamo z uporabo tretjega
oligonukleotida. Gre za specifi¢no oligonukleotidno sondo (angl. Tagman probe), ki nalega
na tarcno DNK v obmocju znotraj naleganja uporabljenih zacetnih oligonukleotidov.
Znacilnost sonde je, da ima na 5°-koncu pritrjen fluorokrom in na 3"-koncu dusilec
(angl. quencher). Blizina dusilca na sondi omejuje fluorescenco, ki jo oddaja fluorokrom.
Med potekom qPCR polimeraza pomnozuje tarcno DNK. Ko pride do mesta, kjer je vezana
sonda, s 5 eksonukleazno aktivnostjo odcepi nukleotide sonde, ki so vezani na taréno DNK.
Pri tem pride do sprostitve tako fluorokroma, kot tudi dusilca. Ker sedaj fluorokrom in
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dusilec nista ve¢ skupaj, se fluorescenca poveca in ta signal merimo (Heid in sod., 1996;
Mackay, 2004). Zaradi specifi¢ne vezave sonde na tar¢no DNK ni potrebno narediti talilne
krivulje.

2.5.6 Sekvenciranje

S to metodo ugotavljamo nukleotidno zaporedje DNK molekul in predstavlja zlati standard
karakterizacije ¢revesne mikrobiote. Zacetke sekvenciranja so predstavili Frederick Sanger
in sodelavci (1977). Kot izboljsava te metode se pojavljajo metode sekvenciranja »naslednje
generacije«. Glavna prednost teh metod je, da za sekvenciranje ne potrebujemo klonirane
DNK, kot pri metodi po Sangerju, ampak lahko neposredno ugotavljamo nukleotidno
zaporedje skupne DNK mikrobne zdruzbe. Primer tak$nih metod so komercialna tehnologija
pirosekvenciranja: 454 Pyrosequencing® (Roche Diagnostics GMBH Ltd, Mannheim,
Nemc¢ija), llumina® (lllumina, San Diego, CA, ZDA) in SOLiD™ (Life Technologies,
Carlsbad, CA, ZDA). Poleg tega, da s sekvenciranjem filogenetsko identificiramo in
kvantificiramo preiskovano mikrobioto, lahko odkrijemo tudi tiste bakterije, ki so Se
nepoznane ali pa so v vzorcih prisotne v zelo majhnih koli¢inah (Voelkerding in sod., 2009).
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3 MATERIAL IN METODE

V tem poglavju so navedeni material in metode, ki smo jih uporabili med eksperimentalim
delom naloge.

3.1 MATERIAL
3.1.1 Vzorci in mikroorganizmi

Med optimizacijo metod za osamitev mikrobne DNK in PCR, DGGE ter gPCR smo
uporabljali vzorce sluznice kuncjega debelega Crevesa in fecesa ter Cisto kulturo bakterij
Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum (DSM 15643).

Vzorce ¢revesnih sluznic in ¢revesnih vsebin pacientov, ki smo jih obravnavali pri nalogi,
smo pridobili iz Klini¢nega oddelka za gastroenterologijo Univerzitetnega klini¢nega centra
v Ljubljani (UKC) v okviru sodelovanja s skupino prof. dr. Boruta Stabuca. Pridobili smo
vzorce, Ki so bili odvzeti med preiskavami ob sumu na pojav sprememb ¢revesne sluznice
oziroma ob rutinskih kontrolnih preiskavah. Skupaj z vzorci smo pridobili tudi podatke, Ki
so vkljucevali diagnosti¢no oceno odvzetih vzorcev po sami endoskopski kolonoskopiji in
po histoloski analizi. Seznami vzorcev posameznega pacienta so v prilogah (Priloga A-R).
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3.1.2 Mikrobioloska gojisca

Pri eksperimentalnem delu smo bakterijski sev F. nucleatum gojili na modificiranem gojisc¢u
104. PYG (DSMZ, 2009).

Preglednica 1: Sestava gojis¢a 104. PYG (DSMZ, 2009) za gojenje anaerobnih bakterij F. nucleatum.

Sestavina Koncentracija Proizvajalec
Vv raztopini v gojiséu
triptikazni pepton 54/l Biolife, Italija
pepton 54/l Biolife, Italija
kvasni izvleéek 10 g/l Biolife, Italija
goveji izvle¢ek 54/l Biolife, Italija
glukoza 59/ Kemika, Hrvaska
K2HPO4 2 g/l Kemika, Hrvaska
Tween 80 0,1 vol. % Merck, Nemcija
cistein-HCI x H,O 0,5 g/ Merck, Nemcéija
resazurin 1 mgl/l Fluka, Svica
solna raztopina 4 vol. %
CaCl, x 2H,0 0,25 g/l Kemika, Hrvaska
MgSO4 x 7H,0 0,59/ Merck, Neméija
K2HPO, 19/ Merck, Nemcéija
KH2PO, 19/ Kemika, Hrvaska
NaHCO; 10 g/l Merck, Neméija
NaCl 29/ Merck, Nemcija
raztopina hemina 1vol. %
hemin 0,59/ Sigma-Aldrich, ZDA
1N NaOH 10 mi/l Merck, Nemcéija
vitamin K1 0,02 vol. %
vitamin K1 5 ml/l Sigma-Aldrich, ZDA
95 % etanol 99,5 vol % Sigma-Aldrich, ZDA
destilirana voda 94,88 vol. %
agar (poltrdno gojisce) 0,7 ut. % Biolife, Italija

Za pripravo tekocega gojis¢a PYG smo zgoraj navedene sestavine, razen hemina, vitamina
K in cisteina, raztopili v deionizirani vodi, segreli do vrenja in pustili vreti 5 minut.
Odstavljenemu gojis¢u smo dodali cistein, gojisce Se enkrat zavreli, nato pa ohladili do sobne
temperature ter dodali hemin in vitamin K. Z dodajanjem 8 N NaOH smo uravnali pH gojisc¢a
na 7,2 ter zaceli prepihovati z N2, da je gojiSce izgubilo roZnato barvo. Med pripravo smo
gojisSce ves Cas meSali z magnetnim meSalom. Za pripravo poltrdega gojis¢a smo dodali
0,7 ut. % agarja. Pod zascitnim plinom N2 smo po 7,5 ml gojis¢a asepti¢no alikvotirali v
15 mililitrske plinotesne epruvete, t.i. Hungatove epruvete in gojis¢a toplotno sterilizirali v
avtoklavu (121 °C, 15 min, 1,1 bar).
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3.1.3 Kemikalije

e absolutni alkohol (Sigma-Aldrich, ZDA)

e APS, amonijev persulfat (Sigma-Aldrich, ZDA)

e Dbarvili za DNK:

SYBR® Safe DNA Gel Stain (Invitrogen, Velika Britanija)
etidijev bromid - EtBr (Sigma-Aldrich, ZDA)

e borova (V) kislina (HsBO3) (Merck, Nemcija)

e CTAB - heksadeciltrimetil amonijev bromid (Sigma-Aldrich, ZDA)

e formamid (Fluka, Svica)

e dNTP mix — mesanica deoksiribonukleotidov za PCR #R0249 (Thermo Scientific,
ZDA)

e EDTA, etilendiaminotetraocetna kislina, pH 8,0 (Merck, Nemcija)

e ctanol (Merck, Nemcija)

o fenol:kloroform:izoamilalkohol (25:24:1), pH 8,0 (Calbiochem, ZDA)

e izopropanol (Merck, Nemcija)

e kemex (Kemika, Hrvaska)

e kloroform (Merck, Nemcija)

e kompleti za osamitev mikrobne DNK: SmartHelix™ DNAid (Sekvenator,
Slovenija), ExtractMaster™ Fecal DNA Extraction Kit (Epicentre, ZDA) in QlAamp
DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Nemcija)

e mesanica akrilamida in bisakrilamida z razmerjem 37:1 (Sigma-Aldrich, ZDA)

e mesSanici za qQPCR: KAPA SYBR® FAST Universal gPCR Kit (Kapa Biosystems,
ZDA) in TagMan® Universal Master Mix I1, with UNG (Applied biosystem, ZDA)

e natrijev klorid - NaCl (Merck, Nemdija)

e ocetna kislina - CH:COOH, 96 % (Merck, Nem¢ija)

e zacetni oligonukleotidi (Microsynth, Svica) (Preglednica 3)

e polimeraza Taq #EP0282 (Thermo Scientific, ZDA)

e proteinaza K (Thermo Scientific, ZDA)

e Sea Kem LE agaroza (Lonza, ZDA)

e TEMED oziroma N,N,N’,N’ - tetrametilendiamin (Sigma-Aldrich, ZDA)

e urea (Merck, Nemcija)

o velikostni standard GeneRuler 1kb DNA Ladder (Thermo Scientific, ZDA)

e voda brez nukleaz (Sigma-Aldrich, ZDA)



Sket R. Molekularno odkrivanje bakterije Fusobacterium nucleatum v biopsijskih vzorcih pacientov s kolorektalnim rakom.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij mikrobiologije, 2014

3.1.4 Pufri in raztopine

Preglednica 2: Sestava uporabljenih pufrov in raztopin.

Pufer/Raztopina

Sestava

Proizvajalec

CTAB/NaCl

TAE

TBE

TE

LB* za agarozni gel

LB* za DGGE

Ekstrakcijski pufer**

10 % formalin, pH 7,0

10 ut. % CTAB
0,7 M NaCl

40 mM Tris
20 mM CH3COOH
1 mM EDTA

0,045 M Tris
0,045 M H3BO3
1 mM EDTA

10mM Tris-HCI
1mM EDTA

0,25 vol. % bromfenol modro
0,25 vol. % ksilen cianol
40 ut. % saharoze

0,05 vol.% bromfenol modro
0,05 vol. % ksilen cianol
70 vol. % glicerol

100mM Tris-HCL, pH 8
10mM EDTA

100mM NacCl

2 % SDS

50mM ditiotreitol

3,5 vol. % formaldehid 36 %
0,65 ut. % Na;HPO,
0,4 ut. % NaxH.PO4 x 2H,0

Sigma-Aldrich, ZDA

Merck, Nemcija

Merck, Nemcija
Merck, Nemcija

Merck, Nemcija

Merck, Nemcija
Merck, Nemcija

Merck, Nemcija

Merck, Nemcija
Merck, Nemcija

Serva, Nem¢ija
Sigma-Aldrich, ZDA

Kemika, Hrvaska

Serva, Nemcija
Sigma-Aldrich, ZDA
Sigma-Aldrich, ZDA

Sigma-Aldrich, ZDA
Merck, Nemcija
Merck, Nemcija
Merck, Nemcija
Sigma-Aldrich, ZDA

Kemika, Hrvaska
Merck, Nemcija

Merck, Nemcija

* LB (angl. loading buffer) - nalagalni pufer

** Ekstrakcijski pufer (Rodriguez in sod., 2002)
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3.1.5 Zacetni oligonukleotidi

V veriznih reakcijah s polimerazo (PCR) smo uporabili spodaj navedene zacetne oligonukleotide (Preglednica 3).

Preglednica 3: Uporabljeni zacetni oligonukleotidi.

Tarc¢no

Dolzina

Oznaka Nukleotidno zaporedje 5'—3' - " Specifi¢nost Namen Uporaba** Vir
mesto pomnozka
Eub 338f ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG 338-358 Bakterijski Preverjanje F Lane, 1991
588 bp univerzalni uspesnosti osamitve )
9261 CCG TCA ATT CCT TTRAGT TT 907-926 Bakterijski bakterijske DNK R Amann in
univerzalni sod., 1995
HDA1-GC  CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA  338-359 Bakterijski F .
CGG GGG GAC TCC TAC GGG AGG CAG CAG T 200 bp univerzalni DGGE Wg'ter n
HDA2 GTA TTA CCG CGG CTG CTG GCA C 539-561 Bakterijski R sod., 2000
univerzalni
- Bakterijski
Eub 338f ACT CCT ACG GGA GGC AGC AG 338-358 - ; :iv :rrzlflnli (PR SYBR F Lane, 1991
Eub 518r ATT ACC GCG GCT GCT GG 518-534 Bakterijski GREEN R Muyzer in
univerzalni sod., 1993
Boutaga F GGATTT ATT GGG CGT AAA GC 557-576 Fusobacterium spp. F
BoutagaR ~ GGC ATT CCT ACA AAT ATC TAC GAA 697-720 163 bp Fusobacterium spp. gPCR TagMan R SBO‘zj”tangaog‘
Boutaga TM  FAM-CTC TAC ACT TGT AGT TCC G-TAMRA 672-670 Fusobacterium spp. s
* po E.coli

** [ -kot forward (k 3' koncu obrnjen) zacetni oligonukleotid, R -kot reverse (k 5' koncu obrnjen) zacetni oligonukleotid, S -kot sonda
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3.1.6

Laboratorijska oprema

avtoklav A-21CA (Kambi¢ laboratorijska oprema, Slovenija)
centrifuga s hlajenjem: MIKRO 200R (Hettich, Nemcija)

centrifuga za gPCR ploscice: CENTRIC 322A (Tehtnica, Slovenija)
centrifuga: MINI SPIN PLUS (Eppendorf, Nemcija)

DGGE sistem: D GENE™ Denaturating Gel Electrophoresis System, (Bio-Rad,
ZDA)

digestorij

elektroforezna kad: MINI-SUB ter WIDE MINI-SUB CELL GT, (Bio-Rad, ZDA)
hladilnik

Hungate epruvete (Bellco, ZDA)

komora 37 °C (Kambic¢ laboratorijska oprema, Slovenija)

komora za pripravo PCR mesanic: DNK in RNK FREE CHAMBER (Biosan,
Latvija)

krogli¢ni razbijalec: Mini-Beadbeater™ (BioSpec, ZDA)

laminarij (Scholzen Technik, Nemcija)

magnetno mesalo

mikroskop: Olympus BX50 (Olympus, Japonska)

mikrovalovna pecica

napajalnik: POWER PAC (Bio-Rad, ZDA)

naprava za fotografiranje v UV spektru: Gel Doc 1000 (Bio-Rad, ZDA)
naprava za PCR: cikli¢ni termostat MyCycler™ Thermal Cycler (Bio-Rad, ZDA)
naprava za gPCR: ViiA 7.0 (Applied biosystem, ZDA)

pH-meter (Eutech, Singapur)

plinski gorilnik

polavtomatske pipete: Finnpipette (Thermo Scientific, ZDA)
ultrazvocni razbijalec: Soniprep 150 (MSE, Velika Britanija)
spektrofotometer: Novaspec Il (Biochrom, Velika Britanija)
spektrofotometer za DNK: NanoVue™ (GE Healthcare, ZDA)

Stevna komora: Improved Neubauer (Laboroptik, Velika Britanija)



27

Sket R. Molekularno odkrivanje bakterije Fusobacterium nucleatum v biopsijskih vzorcih pacientov s kolorektalnim rakom.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Studij mikrobiologije, 2014

e tehtnica: PN163 in P1210 (Mettler Toledo, Slovenija)
e termoblok za mikrocentrifugirke: CH-100 BIOSAN (Chemas d.o.0., Slovenija)

e UV-transluminator: ChemiGenious? Bio-lmaging Gel Doc System (Syngene,
Velika Britanija)

e vrtinéno mesalo: VORTEX-GENIE 2 (Scientific Industries, ZDA)

e zamrzovalnik

3.1.7 Racunalniski programi

e racunalniski program za slikanje DGGE gelov: GeneSnap (Syngene, Velika
Britanija)

¢ racunalniski program za statisti¢no obdelavo DGGE gelov: BioNumerics (Applied
Maths, Belgija)

e racunalniski program za ovrednotenje rezultatov qPCR: ViiA™ 7 Software,
Version 1.2.1 (Applied biosystem, ZDA)

e racunalniski program Microsoft Office Excel (Microsoft, ZDA)

e raCunalniski program za delo z GEL DOC 1000: MOLECULAR ANALYST
SOFTWARE Version 1.5 (Bio-Rad, ZDA)

e racunalniski program za statisti¢no obdelavo podatkov SPSS®Statistic Version 20
(IBM, ZDA)
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Slika 5: Shema dela.
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3.2.2 Priprava vzorcev sluznice in vsebine debelega ¢revesa

Kunéje debelo &revo smo pridobili v Solski klavnici in razsekovalnici, Oddelek za
zootehnologijo, Biotehniska fakulteta ob rutinskem klanju in razteleSanju kuncev. S
sterilnim priborom (skalpel, Skarje) smo odvzeli kos¢ke kuncje sluznice in kunc¢jega fecesa
ter jih v sterilnih mikrocentrifugirkah zamrznili (-20 °C). Vzorce kuncje sluznice smo
shranili tudi v fiksativu formalinu, kjer smo vzorcem v mikrocentrifugirkah dodali 500 pl
formalina (Preglednica 2) in jih shranili v temo na sobni temperaturi.

Vzorci sluznice debelega Crevesa in Crevesna vsebina pacientov so bili odvzeti v UKC med
rednimi kolonoskopskimi pregledi pacientov s sumom na kolorektalni rak oziroma med
rednimi postoperativnim pregledi pacientov. S kolonoskopom je operator s kleS¢ami odvzel
priblizno 30 mg tezak in 10 mm? velik ko$¢ek tumorsko spremenjene &revesne sluznice.
Vecje tumorske spremembe, ki so jih odvzeli z elektroresekcijo, smo kasneje v laboratoriju
asepticno razdelili na priblizno 30 mg tezke dele. Med preiskavo je operator priblizno 10 cm
od tumorsko spremenjene Crevesne sluznice odvzel tudi po tri vzorce nespremenjene
¢revesne sluznice na medsebojni razdalji 5 cm, ki so bili priblizno 15 mg tezki in 6 mm?
veliki. Poleg tega je bil pri nekaterih preiskovanih bolnikih iz zepov debelega ¢revesa odvzet
tudi vzorec vsebine debelega Crevesa. Vzorci sluznice in vsebine debelega Crevesa so bili
takoj po odvzemu shranjeni v 50 pl sterilnega pufra TE v predpripravljenih sterilnih
mikrocentrifugirkah z navojem ter zamrznjeni (-20 °C).

3.2.3 Priprava bakterijske kulture F. nucleatum

Bakterijski sev F. nucleatum smo gojili anaerobno v PYG teko¢em gojis¢u. Kulturo smo
anaerobno nacepili v t.i Hungatove epruvete s 7,5 ml tekocega gojis¢a ob vpihavanju No.
Zaprte epruvete smo inkubirali 24 ur pri 37 °C.

Med inkubacijo smo s spektrofotometrom vsako uro izmerili opticno gostoto kulture
F. nucleatum pri valovni dolzini 654 nm. Za umerjanje spektrofotometra smo uporabili
sterilno gojis¢e PYG. Iz rezultatov meritev smo izrisali rastno krivuljo in iz nje ugotovili
¢asovno obdobje v katerem je kultura F. nucleatum v eksponentni fazi rasti.

Stevilo bakterijskih celic zraslih v &isti kulturi smo ugotavljali neposredno, s Stetjem celic
pod mikroskopom, na $tevni komori z globino 0,02 mm (Improved Neubauer). Pred $tetjem
smo namnozeno ¢isto kulturo bakterij centrifugirali (10 min, 3000 x g), odstranili gojis¢e in
celice oprali v sterilni fizioloski raztopini ter ponovno centrifugirali (10 min, 3000 x g). Nato
smo celice resuspendirali v 2 ml fizioloSke raztopine. Odvzeli smo 1 ml suspenzije in jo
10 x redcili v fizioloSki raztopini. 10 ml raztopine smo alikvotirali v 10 sterilnih
mikrocentrifugirk po 1 ml. 1z treh mikrocentrifugirk smo odvzeli po 100 pl suspenzije in
vsako posebej red¢ili v 100 ul oziroma 200 pl fizioloske raztopine. Tako red¢ene suspenzije
celic smo nanesli na Stevno komoro. Celice smo Steli pod mikroskopom pri 400 x povecavi.
Pri tem smo presteli Stevilo celic v petih kvadratih in izra¢unali povpre¢no stevilo celic v
kvadratu. Glede na dimenzije komore smo izra¢unali volumen suspenzije v enem kvadratu
(0,2 x 0,2 x 0,02 mm3) in upostevajo¢ redcitve izracunali Stevilo celic/ml po enacbi:
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v ., celic povprecno St.celic v enem kvadratu
Stevilo — =

X faktor redCitve ..(D)
volumen kvadrata

Polovico mikrocentrifugirk s prestetimi bakterijami bakterij smo zamrznili pri -20 °C, drugi
polovici mikrocentrifugirk smo dodali formalin in jih shranili v temi na sobni temperaturi.

3.2.4 Osamitev skupne mikrobne DNK iz vzorcev

Iz vzorcev, ki smo jih pripravili, kot je opisano v zgornjih tockah, smo osamili mikrobno
DNK. Pri tem smo uporabili postopek, ki je vkljuceval fizikalno ali kemijsko razbijanje celic
in kemijsko ¢is¢enje. Vzorcem s kuncjo sluznico smo dodali 600 pl pufra TE. Vzorce fecesa
smo pred razbijanjem celic sprali v 1ml pufra TE in centrifugirali (5 min, 7000 x g),
odstranili supernatant in resuspendirali pelete v 600 ul pufra TE. Pri enakih pogojih smo
centrifugirali tudi v FR shranjene bakterije F. nucleatum, odstranili supernatant in prav tako
resuspendirali bakterijski pelet v 600 pl pufra TE.

Nato smo mikrobne celice v vzorcih razbili z uporabo fizikalnih sil in to bodisi z
ultrazvo¢nim razbijanjem bodisi s stresanjem v kroglicnem stresalniku. Z ultrazvo¢nim
razbijalcem smo celice razbili v treh ciklih s po 30 sekundnim delovanjem in 15 sekundnim
premorom pri amplitudi 10. Med delovanjem ultrazvo¢nega razbijalca so bili vzorci ves ¢as
hlajeni z ledom. Mikrobne celice smo fizikalno razbijali tudi s stresanjem v kroglicnem
stresalcu, pri cemer smo vzorce zmesali z 0,25 g cirkonijevih kroglic velikosti 0,1 mm in
0,25 g cirkonijevih kroglic velikosti 0,5 mm, (BioSpec, ZDA). Vzorce s kroglicami smo
stresali pri 30 Hz v treh ciklih s po 30 sekundnim delovanjem in 1,5 minutnim hlajenjem na
ledu. Na kemijski nacin smo celice razbili s 3 pl proteinaze K s koncentracijo (18,5 mg/ml)
in 30 ul 10 % SDS, ki smo ju dodali vzorcem. Nato smo vzorce inkubirali v termobloku
(1 h, 65 °C).

Obdelane vzorce smo centrifugirali (8 min, 12000 x g), prenesli supernatant v sterilne
mikrocentrifugirke, dodali 100 pul 5 M NaCl in dobro premesali. Nato smo dodali Se 80 ul
CTAB/NaCl, ki smo ga predhodno segreli na 65 °C, vse skupaj dobro premesali ter
inkubirali v termobloku (10 min, 65 °C). Vzorcem smo dodali enak volumen kloroforma,
premesali, centrifugirali (10 min, 12000 x g) in prenesli vodno fazo v novo sterilno
mikrocentrifugirko. Nato smo ponovili ekstrakcijo, najprej z dodatkom meSanice
fenol:kloroform:izoamilalkohol (25:24:1, pH 8), nato pa ponovno s kloroformom. DNK smo
oborili z dodatkom 60 vol. % izopropanola in centrifugirali (5 min, 14000 x g). Odstranili
smo supernatant in pelet sprali s 500 pl 70 % etanola, zopet centrifugirali pri istih pogojih
ter odstranili ves etanol. Mikrocentrifugirke smo odprli ter osusili ob gorilniku. Izolirano
DNK smo raztopili v 50 pl pufra TE. Poleg opisanih metod smo skupno mikrobno DNK iz
vzorcev kundje sluznice osamili s tremi komercialnimi kompleti: (i) SmartHelix ™ DNA.d,
(ii) ExtractMaster™ Fecal DNA Extraction Kit in (iii)) QlAamp DNA Stool Mini Kit.
Osamitev mikrobne DNK smo izvedli po navodilih proizvajalcev.

Pri osamitvi skupne mikrobne DNK iz vzorcev kuncje sluznice in vzorcev Ciste kulture
bakterij F. nucleatum, ki so bili shranjeni v formalinu, smo vzorce najprej centrifugirali
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(10 min, 10000 x g) in previdno s pipeto odstranili formalin. Nato smo sluznico 2 x sprali v
1 ml pufra TE in ponovno centrifugirali (10 min, 10000 x g). Spranim kos¢kom smo dodali
500 ul ekstrakcijskega pufra in 41,2 pl proteinaze K ter vzorce inkubirali (12 h, 50 °C)
(Rodriguez in sod., 2002). Nadalje je osamitev potekala na enak nadin kot pri vzorcih
zamrznjene sluznice.

Na podlagi zgoraj opisane metode za osamitev mikrobne DNK iz kun¢jih vzorcev, smo za
vzorce ¢loveske sluznice in ¢revesne vsebine uporabili protokol, v katerem smo mikrobne
celice fizikalno razbili z ultrazvoc¢nim razbijanjem po programu 3 x 30 s delovanja x 15 s
premora in amplitudo 6. Naprej smo vzorce obdelali kot je opisano. Protokol se je razlikoval
le v tem, da smo vzorce imeli ves ¢as na ledu in da smo vsa centrifugiranja izvedli v hlajeni
centrifugi pri 4 °C.

S spektrofotometrom smo preverili €istost in koli¢ino osamljene DNK.
3.2.5 Agarozna gelska elektroforeza

Uspesnost osamitve bakterijske DNK in nastanek specifiénih pomnozkov pri PCR smo
preverjali z agarozno gelsko elektroforezo. Za ugotavljanje uspesnosti osamitve bakterijske
DNK smo pripravljali 0,8 % agarozni gel, medtem ko smo za preverjanje nastanka
specifiénih pomnozkov pri PCR pripravljali 1 % agarozni gel. Pri tem smo agarozo raztopili
v 0,5 x TBE pufru v mikrovalovni pecici. Vzorce smo pred nanasanjem na gel primerno
red¢ili in jim dodali pufer za nanaSanje vzorcev. Za oceno velikosti DNK smo uporabljali
velikostni standard GeneRuler 1 kb DNA Ladder. Elektroforeza je potekala pri konstantni
napetosti (5-10 V/cm) v 0,5 x TBE pufru. Gele smo po koncani elektroforezi inkubirali
20 minut v raztopini etidijevega bromida koncentracije 1 pg/ml in nato spirali 30 minut v
destilirani vodi. Gele smo dokumentirali s sistemom Gel Doc 1000 in programom Molecular
analyst 1.5.

3.2.6 VeriZna reakcija s polimerazo

Pri verizni reakciji s polimerazo (PCR) smo uporabljali zacetne oligonukleotide, ki nalegajo
na razli¢ne regije genov za 16S rRNK (Preglednica 3).

Za preverjanje uspesnosti izolacije mikrobne DNK iz vzorcev ¢revesne sluznice in ¢revesne
vsebine smo izvedli PCR z uporabo bakterijskih univerzalnih zacetnih oligonukleotidov
FD1 in 926r. Za vsak vzorec smo v zato namenjeni komori pripravili 20 pl reakcijske
meSanice s konénimi koncentracijami: 0,5 uM zacetnih oligonukleotidov; 2,5 mM MgCly;
1 x Taq pufer +KCI -MgCly; 0,1 mM vsakega dNTP; 0,025 U/ul Fermentas Taq polimeraze.
Mesanici smo dodali H2O (Sigma) do volumna 24 ul in na delovnem pultu Se 1 ul DNK
matrice.
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Verizno reakcijo s polimerazo smo izvedli z uporabo ciklicnega termostata MyCycler po
programu:

e 1. korak zaCetna denaturacija bakterijske 16S rDNK (3 min, 95 °C)
e 2. korak (25x%):
(i) denaturacija (30 s, 95 °C)
(i) naleganje zacetnih oligonukleotidov (30 s, 52 °C)
(iii) polimerizacija (1 min, 72 °C)
e 3. korak: kon¢na polimerizacija (5 min, 72 °C)
e 4. Kkorak: hlajenje vzorcev (4 °C).

Pri izvedbi PCR za analizo DGGE smo uporabili zacetne oligonukleotide HDA1-GC in
HDAZ2 (Preglednica 3). Program je obsegal 30 ciklov in temperatura naleganja zacetnih
oligonukleotidov je bila 58 °C. Zaradi krajsega PCR pomnozka (200 bp), smo skrajsali ¢as
polimerizacije na 30 sekund (Slika 6).

@ @ HDAL-GC in HDA2
95°C @ 95°C [95°C @
3 min 3 min
1 1 S ®

Slika 6: PCR program za zacetne oligonukleotide FD1 in 926r ter HDA1-GC in HDA2.
3.2.7 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v gradientu denaturanta

Analizo DGGE smo izvedli s sistemom D GENE™ Denaturating Gel Electrophoresis
System. Gel za DGGE smo pripravili kot 8 % poliakrilamidni gel z 30-60 % gradientom iz
7 mol/l uree in 40 % formamida, katerih koncentraciji sta narascali vzdolz elektroforeze.
Razmerje dodanega akrilamid/bisakrilamida v gelih je bilo 37:1. Pred vlivanjem gelov smo
v pripravljene meSanice dodali amonijev persulfat (APS), ki je predstavljal vir prostih
radikalov, v prisotnosti katerih je priSlo do polimerizacije akrilamida. Dodali smo Se
katalizator TEMED, ki je zagotovil poCasno sprosc¢anje radikalov iz APS-a in s tem
enakomerno zamrezenje gela. Gel smo vlili v prostor med 16 x 16 cm velikima steklenima
plos¢ama z 1 mm debelim vmesnim distan¢nikom, ki smo ju vpeli v plasti¢éne primeze.
Polimerizacija gela je potekala 3 ure. Nato smo na gel nanesli po 25 pl posameznega vzorca



33

Sket R. Molekularno odkrivanje bakterije Fusobacterium nucleatum v biopsijskih vzorcih pacientov s kolorektalnim rakom.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Studij mikrobiologije, 2014

in 25 pl nalagalnega pufra. Pri tem smo uporabili 2 x nanaSalni pufer z glicerolom.
Elektroforeza je potekala v 1 x TAE pufru pri 65 °C, 75V, 70 mA ter 5 W in sicer 16,5 ur.
Po koncani elektroforezi smo gel barvali 30 minut v 1 X raztopini barvila SYBR® Safe DNA
Gel Stain. Sledilo je slikanje gela z UV transiluminatorjem in programom GeneSnap.
Nadalje smo s programom BioNumerics pridobljene molekularne profile pri razlicnih gelih
z normalizacijo na osnovi Vv laboratoriju pripravljene standardne lestvice primerjali med
seboj. Pri primerjavi molekularnih profilov smo uporabili Pearson-ov koeficient korelacije.
Odstotke podobnosti med primerjanimi vzorci smo statisti¢éno ovrednotili z Mann-Whitney
testom, ki smo ga izvedli s programom SPSS®Statistic v. 20.

3.2.8 PCR v realnem ¢asu

Koli¢ino fuzobakterij v vzorcih smo dolocali relativno na celotno $tevilo vseh bakterij v
vzorcih. Pri tem smo uporabili PCR metodo v realnem ¢asu (qQPRC). Pri delu smo uporabili
dva tipa qPCR.

Za ugotavljanje celotnega stevila vseh bakterijskih tar¢ v vzorcih ¢loveske sluznice, ¢revesne
vsebine in Cistih bakterijskih kultur smo uporabili metodo qPCR s fluorescenc¢nim barvilom
SYBR Green I in zacetne oligonukleotide Eub 338f in Eub 518r (Preglednica 3). Za
reakcijsko meSanico smo uporabili osnovno raztopino KAPA SYBR® FAST Universal
gPCR Kit, kateri smo dodali 100 uM vsakega od zacetnih oligonukleotidov in H2O do 15 pl.
Nato smo pripravljeno reakcijsko meSanico alikvotirali po 15 pl na opti¢no plos¢o
MicroAmp Optical 384-Well Reaction Plate (Applied Biosystem). Na delovnem pultu smo
pripravili po 5 pl ustreznih red¢itev standarda in vzorcev ter jih v tripletih dodali reakcijski
mesSanici na optic¢ni plos¢i. Za standard smo uporabili redCitve osamljene DNK ¢iste kulture
F. nucleatum, ki smo jo pripravili kot je opisano v prej$njih to¢kah. Vzorce smo red¢ili
125 x. Na opti¢no plos¢o smo dodali tudi negativne kontrole (NTC; angl. no template
control), ki so namesto tar¢ne DNK vsebovale po 5 ul H20.

Za ugotavljanje Stevila bakterij iz rodu Fusobacterium smo uporabili TagMan sondo
Boutaga TM, z reporterjem FAM (angl. 6-carboxyfluorescein) in duSilcem TAMRA
(angl. tetramethylrhodamine) ter zacetne oligonukleotide Boutaga F in Boutaga R
(Preglednica 3). Osnovni raztopini TagMan® Universal Master Mix 1I, with UNG, smo
dodali 300 uM vsakega od zacéetnih oligonukleotidov in 300 M sonde ter dopolnili s H20
do 15 pl. Nadalje smo uporabili iste red¢itve standarda kot pri SYBR Green metodi, vzorce
pa smo red¢ili 25 x. Tako standard, kot tudi vzorce smo v tripletih dodali reakcijski meSanici
na opticni plos¢i. Kot pri SYBR Green metodi, smo na plos¢o nanesli tudi negativne
kontrole. Pri obeh metodah gqPCR je bilo v reakcijski meSanici prisotno $e barvilo ROX, ki
je omogocalo normalizacijo rezultatov med razli¢nimi vzorci.

Obe gPCR reakciji smo izvedli v napravi ViiA 7.0. Programa pomnozevanja sta se pri obeh
metodah razlikovala in sta prikazana v nadaljevanju (Slika 7).
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[PCR SYBR Green

zacetna pomnozevanje talilna zacetna pomnoZevanje
denaturacija tar¢ krivulja denaturacija tarc
== - = < = = =

95°C

95°C|95°C 95°C 95°C

10 min

1x|40x @ Ix Ix|45x

zajemanje podatkov AT =1.6°C/s AT =1,6 °Cls
Slika 7: PCR program za gPCR SYBR Green in gPCR TagMan.

Rezultate qPCR sistemov smo ovrednotili s prilozenim programom ViiA 7.0 in jih izvozili
v obliki tabele.

3.2.9 Obdelava podatkov gPCR

Podatke, ki smo jih dobili pri obeh tipih qPCR, smo v obliki tabele vnesli v program Excel.
Glede na standardno krivuljo je program ViiA 7.0 podal povprecno $tevilo bakterijskih tar¢
v luknjicah na opti¢ni plos¢i, ki so vsebovale trojne ponovitve istega vzorca. Nato smo na
podlagi red¢itve posameznega vzorca, koli¢ine uporabljene DNK matrice v reakcijski
mesanici PCR in volumna pufra TE, v katerem smo raztopili osamljeno bakterijsko DNK,
izracunali Stevilo bakterijskih tar¢ v prvotnem vzorcu sluznice 0ziroma ¢revesne vsebine.
Izracun je prikazan v enacbi:

St.tar¢ v vzorcu = St.tarc¢ v matrici gPCR X redcCitev X volumen TE ...(2)

Skupno stevilo vseh bakterijskih tar¢ predstavlja mero s katero smo iznicili vpliv razlicne
ucinkovitosti osamitve bakterijske DNK iz posameznega vzorca. Relativno na to Stevilo smo
namre¢ preracunali Stevilo fuzobakterijskih tar¢ v posameznem vzorcu. Pri tem smo
uporabili enacbo:

v v §t.fuzob .tar¢ vvzorcu
rel.St. fuzob.tar¢ v vzorcu = fuzo . x 100 ...(3)
celokupno St.bakt.tar¢ v vzorcu
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V primeru, da smo pri pacientu analizirali ve¢ vzorcev nespremenjene sluznice (Bp) ali
rakavo spremenjene sluznice, smo ugotovljena stevila fuzobakterijskih tar¢ povpre¢ili.

Nadalje smo primerjali ugotovljena stevila fuzobakterijskih tar¢ v vzorcu nespremenjene
sluznice in rakavo spremenjene sluznice (tumor). Zaradi boljSe preglednosti smo podatke
normalizirali. Tako smo Stevilu fuzobakterijskih tar¢ v Bp vzorcih pripisali vrednost 1,
medtem ko smo koli¢ine fuzobakterijskih tar¢ v tumorsko spremenjeni sluznici in fecesu
normalizirali po enacbi:

v v . rel.St.fuzob.tar¢ tumorja
normal. $t. fuzob. tarc tumorja = — / - ] (4)
rel.St.fuzob.tar¢ Bp vzorca

Standardne odklone (SD) smo izracunali kot je opisal Hogan (2006). Stopnje spremembe v
Stevilu fuzobakterij v vzorcih nespremenjene in tumorsko spremenjene ¢revesne sluznice
smo statisti¢no ovrednotili z Wilcoxon testom, ki smo ga izvedli s programon SPSS®Statistic
v. 20. Wilcoxon test je neparametriéen test, ki ga uporabimo takrat, ko pupulacije nisSo nujno
normalno porazdeljene (Zibret, 2012).
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4 REZULTATI

4.1 OPTIMIZACIUA METOD
411 Osamitev DNK iz zamrznjenih in v formalinu fiksiranih vzorcev

Kot je opisano v materialih in metodah (3.2.4), smo osamili skupno mikrobno DNK iz
zamrznjenih in iz v formalinu fiksiranih vzorcev sluznice kunéjega ter ¢loveskega debelega
¢revesa. Ko smo obdelovali v formalinu fiksirane vzorce smo le-te dodatno spirali s TE
pufrom, dodali ekstrakcijski pufer ter opravili kemijsko lizo s proteinazo K. Nadalje smo
pomnozili mikrobno 16S rRNK v PCR reakciji in pri tem uporabili zagetne oligonukleotide
HDA. Na agaroznem gelu smo po elektroforetski locitvi opazili okrog 200 bp dolge
pomnozke (ni prikazano). Nato smo pomnoZke analizirali z DGGE elektroforezo, kot je
opisano v poglavju materiali in metode (3.2.7). Rezultati so prikazani spodaj (Slika 8).

L 1 2 3 6 L

Slika 8: DGGE gelska elektroforeza pomnozkov genov za mikrobno 16S rRNK iz zamrznjenih in v formalinu
fiksiranih vzorcev sluznice kuné¢jega ter ¢loveskega debelega ¢revesa. Stolpec »L« je lestvica, »k.s.« sluznica
kun¢jega debelega Crevesa, »¢.s.« sluznica Cloveskega debelega Crevesa, »Z« zamrzovanje vzorcev in
»F« fiksacija vzorcev v formalinu.

Analiza DGGE je pokazala, da smo iz zamrznjenih vzorcev kuncje sluznice pomnoZili
primerljive profile ¢revesne mikrobiote. Podobno se je pokazalo tudi pri zamrznjenih
vzorcih ¢loveske sluznice, medtem ko se profili iz vzorcev kuncje in ¢loveske sluznice jasno
razlikovali. V primeru vzorcev, ki so bili fiksirani v formalinu, se profila iz kunéje in
¢loveske sluznice med sabo nista razlikovala, sta se pa razlikovala od profilov mikrobiote
zamrznjenih vzorcev. Iz v formalinu fiksiranih vzorcev smo pomnozili tudi manj
kompleksne profile DGGE kot iz zamrznjenih vzorcev.
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4.1.2 Uporaba razlicnih metod osamitve skupne mikrobne DNK in izbor
najprimernejSe metode

Kot je opisano v materialih in metodah (3.2.4), smo z vkljuevanjem proteinaze K,
krogli¢nega razbijalca ali ultrazvocnega razbijalca ter s komercialno dostopnimi kompleti
poskusali iz vzorcev sluznice kunc¢jega debelega Crevesa osamiti skupno mikrobno DNK.
Pri tem smo uporabili (i) kos¢ke kunéje érevesne sluznice velikosti 4 mm?, (ii) kos¢ke kunéje
&revesne sluznice velikosti 16 mm? in (iii) kos¢ke kunéje érevesne sluznice velikosti 4 mm?,
ki smo jim kot pozitivno kontrolo dodali 10° bakterij F. nucleatum. Nadalje smo pomnozili
gene za mikrobno 16S rRNK v PCR reakciji z zacetnimi oligonukleotidi Eub 338f in 926r.
Rezultati so prikazani spodaj (Slika 9).

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 1314 15 16 17 18 L

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 L 13 14 15 16 17 18

Slika 9: Gelska elektroforeza skupne mikrobne DNK (zgoraj) in PCR pomnozkov iz skupne mikrobne DNK
(spodaj). Stevila od 1 do 18 predstavljajo vzorce, stolpec »L« je velikostna lestvica, oznaka »F.n.« je &ista
kultura bakterije F. nucleatum in »sluz.« je kun¢ja sluznica.
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Po konc¢ani kemijski lizi pri metodi osamitve s proteinazo K v mikrocentrifugirki nismo ve¢
opazili tkiva kuncje sluznice, medtem ko je pri metodah s kroglicnim in ultrazvo¢nim
razbijalcem, kot tudi pri uporabljenih kitih za osamitev DNK, po razbijanju tkivo ostalo
opazno. Po gelski elektroforezi pridobljene DNK smo le-to opazili le pri metodi z
uporabljeno proteinazo K in pri kompletu Smarthelix. Po izvedbi PCR metode pa smo po
gelski elektroforezi odkrili razli¢ne koli¢ine ustrezno velikih pomnozkov pri vzorcih kuncje
sluznice z dodanimi bakterijami pri vseh uporabljenih metodah. V vzorcih brez dodane
kulture bakterij F. nucleatum smo mikrobno DNK uspe$no osamili z uporabo ultrazvoénega
razbijalca in s kompletom Smarthelix pri sluznici velikosti 16 mm?. PCR pomnozke iz
skupne mikrobne DNK smo opazili tudi pri vzorcih kunéje sluznice velikosti 4 mm? pri
osamitvi s proteinazo K, pri osamitvi z ultrazvo¢nim razbijalcem ter pri osamitvah s
komercialnimi Kiti.

4.2 ANALIZA VZORCEV PACIENTOV

Z uporabo ultrazvo¢nega razbijalca smo osamili skupno mikrobno DNK iz zamrznjenih
vzorcev ¢revesne vsebine ter nespremenjene in tumorsko spremenjene Crevesne sluznice
preiskovanih pacientov. Uspesnost osamitve smo preverili z reakcijo PCR z zaletnima
oligonukleotidoma Eub 338f in 926r ter agarozno gelsko elektroforezo (ni prikazano).
Skupno mikrobno DNK smo uspe$no osamili iz vzorcev 16 pacientov, ki smo jih oznacili
zaporedno po abecedi od A do S (brez Sumnikov). 1z vzorcev pacientov E in F mikrobne
DNK nismo uspeli osamiti.

4.2.1 Sestava mikrobiote

Pri vzorcih iz katerih smo uspesno osamili mikrobno DNK, smo s PCR metodo z zacetnimi
oligonukleotidi HDA pomnoZili gene za mikrobno 16S rRNK. Pomnozke smo lo¢ili z
DGGE elektroforezo in rezultate analizirali s programom BioNumerics. Analizo smo
uspesno izvedli na vzorcih 15 pacientov, ne pa na vzorcih pacienta G, pri katerih nismo
uspeli pripraviti zadostne koli¢ine ustreznega PCR pomnozka za nadaljnjo DGGE analizo.
Slike DGGE gelov so v prilogah (Priloga A-R).

4.2.1.1 Primerjava sestave revesne mikrobiote v vzorcih nespremenjene ¢revesne sluznice

Najprej smo primerjali razlike v sestavi mikrobiote v vzorcih nespremenjene (»zdrave«)
¢revesne sluznice pacientov. Rezultati so prikazani v obliki dendrograma spoda;j (Slika 10).
DGGE profili mikrobiote iz vzorcev nespremenjene ¢revesne sluznice istega pacienta se po
podobnosti v dendrogramu uvrstijo skupaj. Do tega pride tako pri 10 pacientih pri katerih so
bili vzorci odvzeti iz istega predela debelega ¢revesa ali danke (H - O, R in S), kot tudi pri
treh pacientih, kjer so bili vzorci nespremenjene crevesne sluznice odvzeti iz razlicnih
predelov vzdolz debelega ¢revesa in danke (A, B in C). Loc¢eno od ostalih vzorcev istega
pacienta se je uvrstil le vzorec divertiklov z oznako Bp4 pri pacientu A. Pri pacientih D in P
je v dendrogramu prisoten le po en vzorec nespremenjene ¢revesne sluznice. Pri pacientu D
je vzrok v tem, da je bil med kolonoskopijo odvzet le en takSen vzorec, medtem ko pri
pacientu P uspesno osamili in pomnozili mikrobno DNK le iz enega od dveh vzorcev
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nespremenjene crevesne sluznice. Zaradi Sibkega signala in posledi¢no neinformativnega

DGGE profila smo iz analize izkljuéili vzorec Bp2 pacienta H.

Pearson correlation (Opt:0.70%) [10.0%-90.0%]
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Slika 10: Dendrogram DGGE profilov iz pomnozkov genov za 16S rRNK vseh bakterij iz vzorcev
nespremenjene sluznice debelega ¢revesa razli¢nih pacientov. Crka oznaluje posameznega pacienta, oznaka
»Bp« pomeni vzorec brez spremembe. Vrednosti na osi in razvejiscih so % podobnosti.
Bp4* - divertikli: sindrom razdrazljivega ¢revesa z obstipacijo
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4.2.1.2 Primerjava sestave Crevesne mikrobiote V vzorcih nespremenjene (»zdrave«) in
tumorsko spremenjene ¢revesne sluznice

Rezultati primerjave sestave Crevesne mikrobiote v vzorcih posameznega pacienta SO
prikazani z dendrogrami, ki smo jih izrisali za vsakega pacienta posebej in so predstavljeni
v nadaljevanju.

Pri pacientih A, B in C so profili DGGE iz nespremenjene ¢revesne sluznice (Bp), ki so bili
odvzeti v razli¢nih predelih vzdolz distalnega prebavnega trakta, zelo podobni (85 + 8 %)
(Slika 11 in 12). Izjema je vzorec z oznako Bp4 pri pacientu A, katerega DGGE profil
pomnozkov genov za 16S rRNK je drugim podoben le 46 %.

Pacient A (7 entries)
Pearson correlation (Opt:0.70%) [10.0%-90.0%]

DGGE_HDA_30-65 DGGE_HDA_30-65
I e
16.4 | ll 1 | ‘ l ' L
FN
1 |
Bp2
1.5 912 |
88.4 Bp3
78.3 i‘ l Bp1
45.6 ' Bp5
| Bp4*
Pacient B (7 entries)
Pearson correlation {(Opt:0.70%) [10.0%-90.0%]
DGGE_HDA_30-65 DGGE_HDA_30—65
R N s
| U I -
1' FN
2.7 : |
91.5 | Bp1
20 89.8 Bp3
84.8 BpS
76.6 Bp2
] Bp4

Slika 11: Profili DGGE pomnozkov genov za mikrobno 16S rRNK (desno) in dendrograma podobnosti med
profili (levo) pri pacientu A in pacientu B. Vzorci nespremenjene ¢revesne sluznice so bili odvzeti iz razli¢nih
delov prebavnega trakta. Mesta odvzema vzorcev pri pacientu A so bila: Bpl — slepo ¢revo, Bp2 — desni zavoj
debelega Crevesa, Bp3 — precni kolon, Bp4* — esasto ¢revo (divertikli: sindrom razdrazljivega Crevesa z
obstipacijo), Bp5 — danka. Mesta odvzema vzorcev pri pacientu B so bila: Bpl — slepo ¢revo, Bp2 - desni zavoj
debelega crevesa, Bp3 — pre¢ni kolon, Bp4 - esasto ¢revo, Bp5 — danka. Oznake pomenijo: »L« lestvica,

.....

podobnosti.
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Tudi pri pacientu C so profili DGGE iz nespremenjene ¢revesne sluznice med sabo zelo
podobni (93 £ 5 %). Vzorec Bpl je bil odvzet v slepem crevesu, vzorca Bp2 ter Bp3 pa v
predelu navzgornjega kolona. Profila tumorsko spremenjene ¢revesne sluznice iz danke sta
si 66 % podobna. Pri pacientu D je profil nespremenjene ¢revesne sluznice iz slepega ¢revesa
56 % podoben profiloma tumorsko spremenjene Crevesne sluznice, ki sta si med sabo
podobna 72 % in sta bila odvzeta iz predela esastega ¢revesa ter danke (Slika 12).

Pacient C (7 entries)
Pearson correlation (Opt:0.70%) [10.0%-90.0%]
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Pacient D (5 entries)
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Slika 12: Profili DGGE pomnozkov genov za mikrobno 16S rRNK (desno) in dendrograma podobnosti med
profili (Ievo) pri pacientu C in pacientu D. Vzorci nespremenjene in tumorsko spremenjene ¢revesne sluznice
so bili odvzeti iz razli¢nih delov prebavnega trakta. Pri pacientu C so bili vzorci odvzeti: Bpl — slepo ¢revo,
Bp2 in Bp3 — navzgornji kolon, R1 in R2 — danka (adenom nizke stopnje displazije). Pri pacientu D so bili
vzorci odvzeti: Bp — slepo ¢revo, R1 - esasto ¢revo (adenom nizke stopnje displazije), R4 — danka (adenom
nizke stopnje displazije). Oznake pomenijo: »L« lestvica, »FN« ¢ista kultura F. nucleatum, »Bp« vzorec brez

.....
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Preglednica 4: Povpredja odstotkov podobnosti med (i) profili DGGE iz nespremenjene &revesne sluznice
odvzete iz istega predela debelega Crevesa, (ii) profili DGGE iz nespremenjene crevesne sluznice odvzete iz
razli¢nih predelov vzdolz debelega ¢revesa ter med (iii) profili DGGE iz nespremenjene in tumorsko
spremenjene ¢revesne sluznice.

Primerjava Povprecje podobnosti  Standardni odklon P-vrednost *
Nespremenjena sluznica (isti predel 88 % 9%
Crevesa)
Nespremenjena sluznica (razli¢ni 85 % 8 % P=0,98

predel Crevesa)

Nespremenjena : tumorsko 65 % 20 % P<0,01
spremenjena sluznica

* primerjava podobnosti z nespremenjeno sluznico (isti predel ¢revesa), Mann-Whitney test. Izracuni
programa SPSS so v prilogah (Priloga W).

Pri pacientih, kjer so bili vzorci odvzeti iz istega predela debelega ¢revesa ali danke, so si
bili profili DGGE iz nespremenjene ¢revesne sluznice pri posameznem pacientu med sabo v
povprecju bolj podobni (88 £ 9 %), kot so si bili med seboj podobni profili tumorsko
spremenjene in nespremenjene crevesne sluznice (65 £ 20 %). Profili DGGE iz tumorsko
spremenjene ¢revesne sluznice so bili manj kot 75 % podobni profilom DGGE iz vzorcev
nespremenjene c¢revesne sluznice pri sedmih pacientih (H, K, L, O, P, R in S)
(Slika 13 in 14). Podobnost med obema tipoma vzorcev je bila ve¢ja od 75 % pri $tirih
pacientih (I, J, M in N) (Slika 15). Rezultati so prikazani v preglednici spodaj
(Preglednica 5).

Preglednica 5: Odstotki podobnosti med DGGE profili iz nespremenjene in tumorsko spremenjene ¢revesne
sluznice pri pacientih, pri katerih so bili vzorci odvzeti iz istega predela debelega ¢revesa ali danke.

Podobnost
<75 % >75%
Pacient % podobnosti Pacient % podobnosti
H 22 | 85
K 39 J 78
L 68 M 78
o) 70 N 86
P 27
R 70
S 50
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Slika 13: Profili DGGE pomnozkov genov za mikrobno 16S rRNK (desno) in dendrogrami podobnosti med
profili (levo) pri pacientih H, K, L in O. Vzorci nespremenjene in tumorsko spremenjene ¢revesne sluznice ter
¢revesne vsebine so bili odvzeti: (i) pri pacientu H iz predela pre¢nega kolona (R1 in R2: adenom), (ii) pri
pacientu K iz predela navzdolnjega kolona, (R: adenom), (iii) pri pacientu L iz predela slepega Crevesa,
(R1in R2: adenokarcinom), (iv) pri pacientu O iz predela pre¢nega kolona, (R1: adenom, R2: adenokarcinom).
Oznake pomenijo: »L« lestvica, »FN« €ista kultura F. nucleatum, »Bp« vzorec brez spremembe, »R« tumorsko
spremenjen vzorec, »F« ¢revesna vsebina. Vrednosti na osi in razvejis¢ih so % podobnosti.
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Slika 14: Profili DGGE pomnozkov genov za mikrobno 16S rRNK (desno) in dendrogrami podobnosti med
profili (levo) pri pacientih P, R in S. Vzorci nespremenjene in tumorsko spremenjene ¢revesne sluznice ter
Crevesne vsebine so bili odvzeti: (i) pri pacientu P iz predela prehoda med danko in esastim ¢revesom,
(R1 in R2: adenokarcinom), (ii) pri pacientu R iz predela esastega ¢revesa, (R: adenom), (iii) pri pacientu S iz
predela esastega Crevesa, (R: adenom). Oznake pomenijo: »L« lestvica, »FN« Cista kultura F. nucleatum,
»Bp« vzorec brez spremembe, »R« tumorsko spremenjen vzorec, »F« ¢revesna vsebina. Vrednosti na osi in
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Slika 15: Profili DGGE pomnozkov genov za mikrobno 16S rRNK (desno) in dendrogrami podobnosti med
profili (Ievo) pri pacientih I, J, M in N. Vzorci nespremenjene in tumorsko spremenjene ¢revesne sluznice ter
¢revesne vsebine so bili odvzeti: (i) pri pacientu I iz predela navzgornjega kolona, (R1: adenom), (ii) pri
pacientu J iz predela esastega ¢revesa, (R1 in R2: adenom), (iii) pri pacientu M iz predela danke,
(R1: adenokarcinom), (iv) pri pacientu N iz predela navzdolnjega kolona, (R1 in R2: adenokarcinom). Oznake
pomenijo: »L« lestvica, »FN« ¢ista kultura F. nucleatum, »Bp« vzorec brez spremembe, »R« tumorsko
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Pri pacientih, kjer so bili odvzeti tudi vzorci ¢revesne vsebine, se DGGE profili po
podobnosti uvrséajo blizje k profilom DGGE iz vzorcev nespremenjene ¢revesne sluznice
pri pacientih H (86 %), L (93 %), M (86 %) in R (96 %), medtem ko se pri pacientih I (94 %),
K (92 %), P (92 %) in S (73%) po podobnosti uvrscajo blizje k profilom DGGE iz vzorcev
tumorsko spremenjene Crevesne sluznice.

V dendrograme pacientov smo vkljucili profil DGGE iz ¢iste kulture bakterije F. nucleatum,
ki je na DGGE gelu imel dve lisi. V profilih DGGE iz vzorcev pacientov na tem mestu ni
sovpadajocih lis pri 12 pacientih (A - D, H - K, N - P in S) ali pa pri profilih DGGE iz
vzorcev na sovpadajocem mestu ni vidnih sprememb v intenziteti lis med profili vzorcev
nespremenjene in tumorsko spremenjene ¢revesne sluznice (pacienti L, M in R).

4.2.2 Ugotavljanje sprememb v Stevilu F. nucleatum v vzorcih tumorsko spremenjene
¢revesne sluznice

Kot je opisano v materialih in metodah (3.2.8 in 3.2.9), smo ugotavljali relativno stopnjo
poveCanja oziroma zmanjSanja v Stevilu bakterij F. nucleatum v vzorcih tumorsko
spremenjene sluznice debelega Crevesa pacientov, glede na Stevilo teh bakterij v vzorcih
nespremenjene sluznice istih pacientov.

Tako za SYBR Green gPCR, kot tudi za TagMan qPCR, smo pripravili umeritveni krivulji.
Za standard smo uporabili DNK osamljeno iz ¢iste kulture F. nucleatum s koncentracijo
3 x 10° celic/ml, ki smo jo pripravili, kot je opisano v materialih in metodah (3.2.3).

Umeritveno krivuljo za oba gPCR smo naredili v dvakratnih ponovitvah v razponu od 1 do
10, Povpreéna u¢inkovitost reakcij SYBR Green qPCR je bila 2,0; R?je bil 1. Povpreéna
u¢inkovitost reakcij TagMan gPCR pa je bila 1,83; R?je hil 0,99.

4.2.2.1 Ugotavljanje Stevila vseh bakterij v vzorcih ¢revesne sluznice s SYBR Green qPCR

Pri SYBR Green sistemu, s katerim smo ugotavljali $tevilo vseh bakterij v vzorcih, smo pri
vseh analiziranih vzorcih odkrili signal. Ta signal je prestopil prag detekcije med 15. in 23.
ciklom in se je pojavil vsaj 3 cikle pred signalom vzorca brez matrice (NTC; angl. no
template control), ki je v poskusu predstavljal negativno kontrolo. Zabelezena relativna
intenziteta fluorescence je prikazana spodaj (Slika 16).
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Slika 16: Prikaz izmerjene fluorescence pri gQPCR SYBR Green. Rde¢a ¢rta predstavlja ro¢no dolocen prag nad
katerim je program zabelezil rezultat. Vzorci pacientov prestopijo ta prag med 15. in 23. ciklom. Okoli 26.
cikla prestopijo prag tudi NTC.

Talilna krivulja kaZe nastanek specificnega produkta, ki se razlikuje od produkta pri NTC
(Slika 17). Izpiski programa oziroma neobdelani podatki SYBR Green gPCR so v prilogah
(Priloga T).

Derivative Reporter {-Rn
Fluorescenca

B5.0 70.0 750 80.0 85.0 80.0 85.0

Temperatura (°C)

Slika 17: Talilna krivulja pri gPCR SYBR Green. Na sliki sta vidna dva vrhova. Vi§ji vrh predstavlja razpad
pomnozkov genov za 16S rRNK bakterij v vzorcih Crevesne sluznice. Nizji vrh predstavlja razpad
nespecifiénih pomnozkov v NTC.
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4.2.2.2 Ugotavljanje Stevila fuzobakterij v vzorcih ¢revesne sluznice s TagMan qPCR

S TagMan sistemom smo ugotavljali Stevilo bakterij iz rodu Fusobacterium. Zabelezena
intenziteta fluorescence je prikazana spodaj (Slika 18).

ARN

Slika 18: Prikaz izmerjene fluorescence pri qPCR TagMan. Rdeca ¢rta predstavlja ro¢no dolocen prag nad
katerim je program zabeleZil rezultat. Vzorci pacientov prestopijo prag med 30. in 45. ciklom. Krivulje po 45.
ciklu so pod mejo detekcije. Pod to mejo so tudi NTC, pri katerih ni prislo do nastanka pomnozka.

Pri vzorcih pacientov, pri katerih smo zaznali signal, je ta prestopil prag detekcije med
30. in 45. ciklom. Taksni so bili vzorci tumorsko spremenjene in nespremenjene ¢revesne
sluznice 10ih pacientov (A, C, D, G, I, L, M, N, P in S). Signal vzorcev, ki je prestopil prag
detekcije po 45. ciklu, je bil pod mejo detekcije. V takSnih vzorcih smo namre¢ ugotovili
manj kot 1 fuzobakterijsko tarc¢o. Primer, Kjer je signal prestopil prag detekcije po 45. ciklu
ali pa ga sploh ni prestopil, so bili vzorci obeh tipov pri pacientih B, O in R. Pri pacientih H
in J je bil signal pod mejo detekcije samo pri tumorskih vzorcih, medtem ko je pri pacientu
K bil signal pod mejo detekcije pri vzorcu nespremenjene sluznice. Da smo v analizo lahko
vkljucili tudi te vzorce, smo tumorskima vzorcema pacientov H in J ter vzorcu
nespremenjene sluznice pacienta K pripisali vrednost %2 meje detekcije, kar pomeni %
fuzobakterijske tarce. Paciente B, O in R smo izklju€ili iz nadaljnje analize. Izpiski programa
oziroma neobdelani podatki TagMan gPCR so v prilogah (Priloga U).
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4.2.2.3 Izracun spremembe Stevila fuzobakterij v tumorsko spremenjeni ¢revesni sluznici

V vzorcih pacientov, ki so pri TagMan gPCR dali pozitiven signal, smo glede na rezultate
SYBR Green qPCR, s katerim smo ugotavljali skupno Stevilo vseh bakterij, izracunali
stopnjo spremembe v Stevilu fuzobakterijskih tar¢ v tumorsko spremenjeni sluznici glede na
nespremenjeno sluznico, kot je opisano v materialih in metodah (3.2.9). Rezultati so podani
spodaj (Preglednica 6 in Slika 19). Preglednica z izraCuni sprememb je v prilogah
(Priloga S).

Preglednica 6: Stopnja spremembe v $tevilu fuzobakterijskih tar¢ v tumorsko spremenjeni sluznici glede na
nespremenjeno sluznico debelega Crevesa oziroma danke preiskovanih pacientov. Pri pacientih, pri katerih je
prislo do zmanjSanja Stevila fuzobakterijskih tar¢, so polja obarvana.

Pacient Primerjani Nespremenjena Nespremenjena
vzorci sluznica (Bp) sluznica (Bp)
Normalizirana Standardni Stopnja Standardni Diagnoza
vrednost odklon spremembe odklon
A Bp4 : Bp3 1 0,14 15 0,40 bp
A Bp4 : Bp2 1 0,14 2,2 0,27 bp
C Bp2 : Bpl 1 0,30 1,9 0,53 bp

Tumorsko spremenjena sluznica

(Rak)
Stopnja Standardni Diagnoza
spremembe odklon
C Bp2 : Rak 1 0,30 21 6,79 adenom
D* Bp : Rakl 1 0,21 3,1 0,66 adenom
D* Bp : Rak4 1 0,21 9,7 1,99 adenom
G** Rakl : Rak4 1 0,01 0,8 0,15 adenokarcinom
H Bp : Rak 1 0,12 0,0022 0,00031 adenom
| Bp : Rak 1 0,34 46 11,3 adenom
J Bp : Rak 1 0,33 0,018 0,0037 adenom
K Bp : Rak 1 0,07 7,8 0,59 adenom
L Bp : Rak 1 0,77 7,3 4,40 adenokarcinom
M Bp : Rak 1 0,24 2,5 0,44 adenokarcinom
N Bp : Rak 1 0,22 0,18 0,04 adenokarcinom
P Bp : Rak 1 0,12 10,4 2,00 adenokarcinom
S Bp : Rak 1 0,04 4,1 1,04 adenom

* Pacient D: pri tem pacientu sta bila iz razli¢nih predelov ¢revesa odvzeta dva vzorca tumorsko spremenjene sluznice.
** Pacient G: pri tem pacientu ni bil odvzet vzorec nespremenjene sluznice, zato smo primerjavo opravili med vzorcem
R1 (adenom) in vzorcem R4 (adenokarcinom).

Pri pacientih A, C in D so bili vzorci nespremenjene in tumorsko spremenjene sluznice
odvzeti iz razlicnih predelov debelega Crevesa. Vzorci nespremenjene sluznice pacientov
tar¢. Pri obeh pacientth med vzorci nespremenjene sluznice ni sprememb v Stevilu
fuzobakterijskih tarC. Spremembe v Stevilu so vidne pri primerjavi vzorcev nespremenjene
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in tumorsko spremenjene sluznice pri pacientu C in v obeh primerih primerjave vzorcev
nespremenjene in tumorsko spremenjene sluznice pri pacientu D.

Pri devetih pacientih (H, I, J, K, L, M, N, P in S), kjer so bili vzorci nespremenjene in
tumorsko spremenjene sluznice odvzeti iz istega predela debelega ¢revesa oziroma danke,
je ugotovljeno Stevilo fuzobakterijskih tar¢ v vzorcih nespremenjene sluznice povpre¢eno in
primerjano s Stevilom fuzobakterijskih tar¢ v vzorcih tumorsko spremenjene Crevesne
sluznice. Do povecanja Stevila fuzobakterijskih tar¢ v vzorcih tumorsko spremenjene
sluznice je prislo pri $estih pacientih (I, K, L, M, P in S), do zmanjsanja pa pri treh pacientih
(H, J in N). Pri pacientu G, pri katerem ni bil odvzet vzorec nespremenjene crevesne
sluznice, med tumorskima vzorcema ni opazne razlike v Stevilu fuzobakterijskih tarc.
100.000

10.000 41
1 2 1_9
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Stopnja spremembe v Stevilu F. nucleatum

Stopnja spremembe (log)

Pacient

Zdrava sluznica (Bp) = Tumorsko spremenjena sluznica (Rak)

Slika 19: Prikaz stopnje spremembe S$tevila bakterij F. nucleatum v vzorcih nespremenjene in tumorsko
spremenjene sluznice debelega Crevesa pacientov. Podatki so prikazani na logaritemski skali in so
normalizirani glede na vzorce nespremenjene sluznice. Vrednosti na vrhu stolpcev prikazujejo stopnjo
spremembe. Vrednosti pod 1 so za lazje razumevanje zapisane z ulomkom. Oznaka »Bp« pomeni vzorec
sluznice debelega Crevesa brez spremembe (stolpec zelene barve), oznaka »R« pomeni tumorsko spremenjen
vzorec sluznice debelega ¢revesa (stolpec rdece barve).

Rezultati Wilcoxon testa so pokazali, da pri preiskovanih pacientih ni statisti¢éno znacilnega
povecanja oziroma zmanjs$anja Stevila fuzobakterijskih tar¢ v vzorcih tumorsko spremenjene
sluznice, glede na nespremenjeno sluznico debelega Crevesa in danke (P = 0,084). Tako se
pokaze tudi, ¢e primerjamo le vzorce sedmih pacientov (C, D, H, I, J, K in S) z diagnozo
adenoma (P = 0,26), kot tudi pri primerjavi $tirih pacientov (L, M, N in P) z diagnozo
adenokarcinoma (P = 0,14). Izracuni programa SPSS so v prilogah (Priloga V).
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5 RAZPRAVA

Mikrobioto sluznice debelega Crevesa in Crevesne vsebine pacientov s kolorektalnim rakom
smo analizirali z molekularnimi metodami. Poleg razlik v sestavi ¢revesne mikrobiote v
vzorcih so nas zanimale tudi morebitne spremembe v Stevilu bakterij Fusobacterium
nucleatum v vzorcih tumorsko spremenjene sluznice, glede na okolisko nespremenjeno
sluznico debelega Crevesa oz. danke.

Koscki tumorsko spremenjene in nespremenjene ¢revesne sluznice ter ¢revesna vsebina
pacientov s kolorektalnim rakom so enkratni vzorci, pridobljeni z metodo kolonoskopije.
Vzorce smo pridobili iz Klinicnega oddelka za gastroenterologijo, UKC Ljubljana, med
marcem in septembrom 2013. Ker so bili odvzeti ob rutinskih pregledih pacientov, smo
morali na primerne vzorce ¢akati. Zaradi tega smo v zacetku $tudije v analizo zeleli vkljuciti
vzorce cloveske sluznice debelega Crevesa in danke iz zbirke Klini¢nega oddelka za
gastroenterologijo, ki so bili odvzeti med predhodnimi pregledi in shranjeni v fiksativu
formalinu.

Izkazalo se je, da je osamitev mikrobne DNK iz v formalinu shranjenih vzorcev tezavna.
Avtorji ve¢ Studij so porocali o bistveno slabsi uspesnosti osamitve DNK iz vzorcev, ki so
bili shranjeni v formalinu, kot iz svezih ali zamrznjenih vzorcev (Vachot in Monnerot, 1996;
Rodriguez in sod., 2002). Izvedene so bile $tudije s katerimi so pokazali, da pri v formalinu
shranjenih vzorcih pride do povezav med proteini in DNK. Primer so povezave med DNK
in histoni v evkariontskih celicah (Brutlag in sod., 1969). Vzrok za otezeno osamitev
mikrobne DNK iz vzorcev v formalinu je tudi v tem, da formalin skozi ¢as povzroca
propadanje mikrobnih celic (Parvathi in sod., 2011). Zaradi majhnega Stevila dostopnih
vzorcev pacientov, ki smo jih imeli na razpolago, smo opravili optimizacijo metod in
postopkov osamitve skupne mikrobne DNK vefinoma na vzorcih sluznice kuncjega
debelega Crevesa. Pri delu smo uporabili metodo za osamitev DNK iz vzorcev v formalinu,
kot sta jo opisala Vachot in Monnerot (1996) in so jo dopolnili Rodriguez in sodelavci
(2002). Za osamitev DNK iz zamrznjenih vzorcev smo uporabili metodo z ultrazvo¢nim
razbijanjem celic. Po osamitvi DNK ter opravljeni metodi PCR in DGGE metodi smo
odkrili, da so se pri zamrznjenih vzorcih profili mikrobiote med kun¢jimi in ¢loveskimi
vzorci razlikovali, medtem ko so bili profili pri vzorcih v formalinu med sabo enaki, ne glede
na vrsto vzorca. Zaradi tega smo sklepali, da nastale lise pri vzorcih v formalinu ne odrazajo
profilov tam prisotne mikrobiote. Poleg zgoraj nastetih negativnih vplivov formalina na
uspesnost osamitve mikrobne DNK, je dodatno teZavo predstavljal prvi korak metode
osamitve. Da smo odstranili ostanke formalina, smo morali namre¢ vzorce najprej veckrat
sprati v TE pufru. Tako lahko dodatno zmanjsamo S$tevilo na sluznici prisotnih bakterij.
Zaradi zgoraj naStetega smo opustili idejo o analiziranju v formalinu shranjenih vzorcev.
Nadalje smo pri delu uporabljali zamrznjene vzorce sluznice ¢loveskega debelega Crevesa
ter Crevesne vsebine, kot so jih uporabljali tudi avtorji ostalih Studij s to tematiko (Castellarin
in sod., 2011; Kostic in sod., 2011, 2013; Marchesi in sod., 2011).
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Na podlagi rezultatov iz tocke 4.1.2 smo za osamitev skupne mikrobne DNK iz vzorcev
pacientov izbrali metodo z ultrazvo¢nim razbijanjem celic. Razlogi so v tem, da pri metodi
kemicne lize celic po koncani lizi v mikrocentrifugirki nismo ve¢ opazili intaktnega koscka
kuncje sluznice, medtem ko je ta ostal opazen pri ostalih metodah. Na podlagi tega sklepamo,
da so vecje lise genomske DNK pri vzorcih, kjer smo skupno DNK osamili s proteinazo K
in jih ne opazimo pri ostalih metodah, evkariontskega izvora. Ve¢ja koli¢ina evkariontske
DNK lahko povzro¢i zmanjSanje ucinkovitosti PCR reakcije, kar se vidi tudi pri vzorcu
sluznice tretirane s proteinazo K velikosti 16 mm?. Pri primerjanju metod s krogli¢nim in
ultrazvocnim razbijalcem smo dali prednost slednji, saj uporaba kroglicnega razbijalca z
zmanjSano mocjo stresanja do te mere, da po stresanju ostane viden koscek sluznice, zmanjsa
tudi ucinkovitost osamitve mikrobne DNK iz vzorcev. Pri metodi z ultrazvo¢nim
razbijalcem pa lahko s spreminjanjem amplitude in ¢asa delovanja ultrazvoénega razbijalca
uspesno kontroliramo stopnjo razbitja koscka sluznice in s tem sprostitve evkariontske DNK,
pri tem pa Se vedno zagotovimo sprostitev DNK iz bakterij. To je bil tudi glavni razlog,
zakaj nismo pri analizi vzorcev pacientov uporabili katerega izmed testiranih komercialnih
Kitov.

Z izbrano metodo osamitve mikrobne DNK z ultrazvo¢nim razbijalcem smo se lotili analize
vzorcev pacientov. Od 18 preiskovanih pacientov smo skupno mikrobno DNK uspesno
osamili pri 16. Vzrok, da pri pacientih E in F osamitev ni uspela, je verjetno v tehni¢ni napaki
pri delu. Poleg velike koli¢ine sprosc¢ene evkariontske DNK, je potrebno upostevati, da je na
povrsini priblizno 9 mm? velikih biopsijskih kos¢kov sluznice le med 10° do 10° bolj ali manj
pritrjenih bakterijskih celic (Zoetendal in sod., 2002).

Za opredelitev razlik v sestavi mikrobiote v vzorcih nespremenjene in tumorsko spremenjene
sluznice debelega Crevesa in ¢revesne vsebine, smo uporabili molekularno metodo DGGE.

To metodo so v svoji Studiji na vzorcih sluznice debelega Crevesa uporabili tudi Green in
sodelavci (2006).

Razli¢ni DGGE profili pomnoZkov genov za mikrobno 16S rRNK odraZajo razli¢no sestavo
mikrobiote v preiskovanih vzorcih. Profili vzorcev nespremenjene sluznice, ki so bili odvzeti
v istem predelu debelega Crevesa ali danke, na medsebojni razdalji 5 cm, so med sabo zelo
podobni (88 + 9 %). Razlogi, da se ti vzorci v dendrogramu ne uvrstijo v gruce s podobnostjo
100 %, so lahko: (i) razlike v uspesnosti osamitve mikrobne DNK iz vzorcev, (ii) pri
pomnoZevanju s PCR lahko pride do nastanka laZznih pomnozkov oziroma artefaktov, (ii1) v
teh vzorcih nespremenjene Crevesne sluznice, ki so medsebojno oddaljeni 5 cm, ni
popolnoma enake sestave mikrobiote.

Pri pacientih A, B in C se profili DGGE iz vzorcev nespremenjene sluznice, ki so bili odvzeti
vzdolz prebavnega trakta, uvrscajo skupaj s povpre¢no podobnostjo 85 + 8 %. Izjema je
vzorec Bp4 pacienta A. Ta vzorec smo izkljucili iz izra¢una povpre¢ne podobnosti profilov
DGGE med vzorci, odvzetimi na razlicnih mestih prebavnega trakta, saj v tem primeru ne
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gre za nespremenjeno ¢revesno sluznico, ampak za divertikle ¢revesne sluznice pri pacientu
z diagnozo sindroma razdrazljivega ¢revesa. Eden izmed moznih vzrokov tega sindroma je
porusena sestava v bakterijski mikrobioti (McFarland in Dublin, 2008), kar bi lahko bil tudi
vzrok, zakaj se DGGE profil tega vzorca po podobnosti ne uvrsti k profilom ostalih vzorcev
istega pacienta.

Primerjava podobnosti med profili DGGE iz vzorcev nespremenjene sluznice, odvzetimi
vzdolZz prebavnega trakta (85 + 8 %), s podobnostjo med profili DGGE iz vzorcev
nespremenjene sluznice, ki so bili odvzeti iz istega predela prebavnega trakta (88 £ 9 %),
nakazuje, da se podobnost sestave mikrobiote vzdolz debelega ¢revesa ne razlikuje bistveno
od podobnosti v sestavi mikrobiote iz istega dela debelega crevesa (P = 0,98). Na podlagi
tega sklepamo na dolo¢eno stabilnost v sestavi mikrobiote vzdolz distalnega dela prebavnega
trakta oziroma vsaj debelega Crevesa. Res je, da smo pri naSem delu analizirali zelo omejeno
Stevilo vzorcev, vendar o takSni stabilnosti mikrobiote porocajo avtorji ve¢ Studij, med
drugimi Zoetendal in sodelavci (2002), Eckburg in sodelavci (2005), Green in sodelavci
(2006) ter Costello in sodelavci (2009). Po drugi stani pa se sestava mikrobiote v vzorcih
nespremenjene sluznice debelega Crevesa pri razliénih pacientih razlikuje. O tem med
drugim porocajo Green in sodelavci (2006), Rajili¢ - Stojanovi¢ in sodelavci (2009), Tap in
sodelavci (2009) ter Claesson in sodelavei (2011). Da je sestava ¢revesne mikrobiote med
razli¢nimi osebami razli¢na, nakazujejo tudi nasi rezultati v tocki 4.2.1.1.

Med kolonoskopijo so bili osmim preiskovanim pacientom odvzeti tudi vzorci ¢revesne
vsebine. Pri ljudeh se po nekaterih §tudijah sestava mikrobiote fecesa razlikuje od mikrobiote
sluznice debelega ¢revesa. O tem so porocali Zoetendal in sodelavci (2002), Eckburg in
sodelavci (2005), Momozawa in sodelavci (2011) ter Walker in sodelavci (2011). Vendar
bioloski pomen teh razlik Se ni jasen. V nasi Studiji so se profili DGGE mikrobiote iz vzorcev
Crevesne vsebine preiskovanih pacientov po podobnosti uvrstili bodisi k profilom DGGE
mikrobiote iz nespremenjene ali pa iz tumorsko spremenjene sluznice. VVzrok je lahko, da
preiskovana ¢revesna vsebina ni bila odvzeta po iztrebljanju pacienta, ampak so bili vzorci
odvzeti med samim potekom kolonoskopije iz zepov debelega Erevesa preiskovanih
pacientov. V teh Zepih je po postopku izpiranja pacienta pred preiskavo namre¢ ostalo nekaj
¢revesne vsebine. Tako je mozno, da je bila pri odvzemu, poleg ¢revesne vsebine, posesana
tudi povrSina sluznice, oziroma, da je bila povrSina odvzetih vzorcev Crevesne sluznice
onesnaZena s ¢revesno vsebino.
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V nadaljevanju smo zeleli preveriti ali se sestava mikrobiote, ki naseljuje nespremenjeno
zdravo sluznico debelega Crevesa pacientov S kolorektalnim rakom razlikuje od tiste, ki
naseljuje tumorsko spremenjeno sluznico. Vodilo nam je bila predpostavka, da ima
mikrobiota aktivno vlogo pri patogenezi kolorektalnega raka, posledi¢no bodo »odgovorni«
mikrobi v tumorskem mikrookolju prisotni in zato se bo struktura mikrobiote tumorja
razlikovala od mikrobiote sosednjega zdravega tkiva (Marchesi in sod., 2011). Primerjali
smo sestavo mikrobiote v nespremenjeni in tumorsko spremenjeni ¢revesni sluznici pri
12 pacientih. Razli¢na sestava v mikrobioti se odraza v razliénih DGGE profilih pomnozkov
genov za mikrobno 16S rRNK. Na podlagi opazanja, da so bili profili v vzorcih
nespremenjene sluznice pri posameznih pacientih najmanj 78 % podobni, smo za razliko v
sestavi mikrobiote med tumorsko spremenjeno ter nespremenjeno sluznico distalnega dela
Crevesa postavili arbitrarno mejo 75 %. Po tem Kriteriju rezultati iz toc¢ke 4.2.1.2 nakazujejo
spremembe v sestavi mikrobiote pri 8 od 12 pacientov. Za primerjavo smo izracunali
povpre¢en odstotek podobnosti med vzorci nespremenjene in tumorsko spremenjene
sluznice, ki je znasal 65 = 20 %. Na podlagi rezultatov Mann-Whitney testa ugotavljamo, da
se podobnost profilov DGGE med vzorci nespremenjene in tumorsko spremenjene sluznice
statisti¢no znacilno razlikuje od podobnosti profilov DGGE samo med vzorci nespremenjene
sluznice (P < 0,01).

V drugem sklopu analize vzorcev sluznice debelega Crevesa preiskovanih pacientov smo
zeleli preveriti ali pride v tumorsko spremenjeni sluznici, glede na nespremenjeno sluznico,
do povecanja Stevila bakterije Fusobacterium nucleatum, kot o tem poroca ve¢ S$tudij
(Castellarin in sod., 2011; Kostic in sod., 2011, 2013; Rubinstein in sod., 2013). Z metodo
DGGE pri vzorcih tumorsko spremenjene sluznice nismo odkrili jasnih lis, ki bi sovpadale
z lisama, ki nastaneta pri DGGE analizi Ciste kulture bakterije F. nucleatum. V primeru, da
sta bili lisi prisotni, tako v vzorcu nespremenjene, kot tudi tumorsko spremenjene sluznice,
pa ni bilo opaznih razlik v njihovi intenziteti. Tako na podlagi te metode ne moremo potrditi
sprememb oziroma razlik v Stevilu bakterije F. nucleatum v vzorcih nespremenjene in
tumorsko spremenjene sluznice. Zato smo se odlo¢ili, da bomo vzorce analizirali s
kvantitativno metodo qPCR, ki so jo v svojih Studijah uporabili tudi Kostic in sodelavci
(2011) ter Castellarin in sodelavci (2011).

Ker metoda osamitve mikrobne DNK, ki smo jo uporabili pri nasem delu, ni avtomatizirana,
DNK). Te napake vodijo do razlik v koli¢ini uspesno osamljene mikrobne DNK. Za
normalizacijo teh razlik smo z metodo qPCR z bakterijskimi univerzalnimi zacetnimi
oligonukleotidi ocenili skupno Stevilo bakterijskih tar¢ v posameznih vzorcih. S specificnimi
zacetnimi oligonukleotidi in sondo TagMan za rod Fusobacterium smo nato s gPCR metodo
v vzorcih ugotavljali $tevilo fuzobakterijskih tar¢. Pri tem smo predpostavili, da trend
poveCanja oziroma upadanja Stevila fuzobakterijskih tar¢ v vzorcih sluznice sovpada s
povecanjem oziroma upadanjem S$tevila bakterij F. nucleatum (Tahara in sod., 2014). Za
standard pri qPCR metodi smo uporabili ¢isto kulturo F. nucleatum, pri kateri smo v
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eksponentni fazi rasti z direktnim Stetjem pod mikroskopom ugotavljali Stevilo celic/ml.
Predpostavili smo, da bo v eksponentni fazi rasti najvisje razmerje med zivimi in mrtvimi
bakterijskimi celicami. Zaradi razpada mrtvih celic pod mikroskopom namre¢ ne vidimo,
medtem ko je lahko iz njih spros¢ena DNK $e vedno prisotna v vzorcu. Tako s gPCR metodo
pri doloCenih vzorcih odkrijemo mocnejsi signal, kot ¢e v vzorcu ne bi bilo prisotne DNK
mrtvih celic. Ker do izgub DNK prihaja tudi med postopkom njene osamitve, ne vemo
zagotovo, ali dobljeni signal pri standardu v qPCR metodi res popolnoma sovpada s
prestetimi celicami F. nucleatum. Zato v poskusu nismo poskusali absolutno kvantificirati
Stevila fuzobakterij v preiskovanih vzorcih. Ker pa smo pri ugotavljanju Stevila
fuzobakterijskih tar¢ s qPCR TagMan metodo pri vseh vzorcih uporabili isti standard, lahko
relativno primerjamo spreminjanje Stevila fuzobakterij med vzorci tumorsko spremenjene in
nespremenjene Crevesne sluznice.

Signal fuzobakterij smo zaznali pri 12 od 15 pacientov. Rezultati sovpadajo z rezultati
Studije Tahare in sodelavcev (2014), kjer tudi niso zaznali signala pri vseh preucevanih
pacientih. Vzroki so lahko bodisi metodoloske napake bodisi je bilo $tevilo fuzobakterijskih
tar¢ pod mejo detekcije uporabljene metode.

Rezultati iz tocke 4.2.2 pri pacientih A in C, kjer smo zaznali signal fuzobakterij v vzorcih
nespremenjene sluznice iz razlicnih mest prebavnega trakta, nakazujejo, da se Stevilo
fuzobakterij v vzorcih nespremenjene sluznice vzdolz distalnega dela prebavnega trakta
bistveno ne razlikuje. To bi lahko potrdilo trditve o stabilnosti mikrobiote, kot so pokazali
tudi rezultati DGGE v tocki 4.2.1. Zanimivo je, da smo fuzobakterijski signal odkrili tudi pri
pacientu A, pri katerem ni bilo tumorsko spremenjene sluznice. Vzrok je lahko prisotnost
komenzalnih fuzobakterij v debelem ¢revesu (Allen-Vercoe in sod., 2011) ali pa sindrom
razdrazljivega Crevesa in s tem povezana poruSena sestava v bakterijski mikrobioti
(McFarland in Dublin, 2008).

Pri pacientih, pri katerih smo zaznali fuzobakterijske tarce v vzorcih tumorsko spremenjene
in nespremenjene Crevesne sluznice, smo izraunali relativno stopnjo povecanja oziroma
zmanjSanja Stevila fuzobakterij. Rezultati iz tocke 4.2.2 pri razli¢nih pacientih nakazujejo
poveCanje, kot tudi zmanjSanje Stevila fuzobakterij v nekaterih vzorcih tumorsko
spremenjene sluznice, glede na nespremenjeno sluznico. Na podlagi rezultatov Wilcoxon
testa sklepamo, da pri preiskovanih pacientih v celoti ni statisti¢no znacilnega povecanja ali
zmanj$anja v Stevilu fuzobakterijskih tar¢ v vzorcih tumorsko spremenjene sluznice, glede
na nespremenjeno sluznico debelega ¢revesa in danke (P = 0,084). To ne sovpada z rezultati
Studij v katerih so pokazali statisticno znacilno povecCanje Stevila bakterij iz rodu
Fusobacterium, kot samo bakterije F. nucleatum, v vzorcih tumorsko spremenjene sluznice
(Castellarin in sod., 2011; Kostic in sod., 2011; McCoy in sod., 2013; Tahara in sod., 2014).
Tudi pri osmih pacientih, pri katerih smo odkrili v povprecju 12 x povecanje Stevila
fuzobakterij v tumorskih vzorcih, to ne korelira s 400 x povec¢anjem S§tevila fuzobakterij, kot
o tem porocajo Castellarin in sodelavci (2011).
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Morebitni vzroki, da pri preiskovanih pacientih v nasi $tudiji ni tako jasnih sprememb v
Stevilu fuzobakterij, so navedeni v nadaljevanju. (i) Mozen vzrok je lahko navzkrizna
kontaminacija vzorcev ob odvzemu ali pa med izvedbo analize pri posameznih pacientih.
Rezultati DGGE nakazujejo, da temu vsekakor ni tako pri vseh preiskovanih pacientih.
Sklepamo namre¢, da se odstotek podobnosti profilov DGGE med vzorci tumorsko
spremenjene in nespremenjene sluznice, generalno ne bi statisti¢no razlikoval od odstotka
podobnosti profilov DGGE med vzorci nespremenjene sluznice (P < 0,01) v primeru
navzkrizne kontaminacije vzorcev pri vseh pacientih, (ii) Vzrok, da nismo zaznali povecanja
Stevila fuzobakterij pri tumorskih vzorcih, je lahko vzrok v tem, da so to okolje prerasle
druge bakterije, ki jih tako kot fuzobakterije, uvr§¢amo v skupino »bakterijskih potnikov
razvoja kolorektalnega raka« (Tjalsma in sod., 2012). Primer so bakterije rodov
Coriobacteridae, Roseburia, in Faecalibacterium (Marchesi in sod., 2011). To bi med
drugim lahko pojasnilo rezultate pri pacientih H, J in N, kjer smo ugotovili zmanj$anje
Stevila fuzobakterij v tumorskih vzorcih. Da je priSlo do zmanjSanja Stevila fuzobakterij v
dolocenih tumorskih vzorcih, so pokazali tudi McCoy in sodelavei (2013) ter Tahara in
sodelavci (2014). Kljub temu so avtorji obeh omenjenih Studij drugace kot v nasi Studiji
statisticno zanesljivo pokazali generalno povecanje Stevila fuzobakterij v vzorcih tumorsko
spremenjene sluznice glede na celotno skupino preiskovanih pacientov. (iii) Vzrok za
ugotovljeno zmanjsanje Stevila fuzobakterij v tumorskih vzorcih preiskovanih pacientov bi
lahko bila tudi metodoloska napaka. Obstaja namre¢ mozZnost, da smo pri razdelitvi vec¢jih
vzorcev tumorsko spremenjene sluznice za analizo odvzeli kos¢ek, ki ni vseboval same
povrsine sluznice in s tem tam prisotnih bakterij, temvec¢ pretezno notranje tkivo sluznice
brez bakterij. To bi lahko pomenilo, da so Siroko specifi¢ni zacetni oligonukleotidi ki smo
jih uporabljali pri namnozevanju bakterijskih genov za 16S rRNK, zaradi pomanjkanja
bakterijske DNK, nalegali tudi na evkariontsko DNK in tako dali laZno pozitiven signal in s
tem napacno oceno Stevila v vzorcu prisotnih bakterijskih tar¢. Za razjasnitev tega problema
bi bile potrebne dodatne raziskave.

Tudi primerjava v Stevilu fuzobakterij med adenomom in karcinomom pri pacientu G
nakazuje, da med vzorcema ni razlik. To bi lahko pomenilo prisotnost fuzobakterij ze v
zaCetni fazi adenoma (Kostic in sod., 2013; Rubinstein in sod., 2013), vendar bi bilo za
potrditev tega opazanja potrebno v raziskavo vkljuciti dodatne paciente. Da med
preiskovanimi vzorci ni signifikantnih razlik v Stevilu fuzobakterij se kaze tako pri
primerjavi vzorcev z diagnozo adenoma (P = 0,26), kot tudi pri primerjavi vzorcev z
diagnozo adenokarcinoma (P = 0,14). Tako na podlagi nasih rezultatov ne moremo sklepati
ali imajo fuzobakterije vidno vlogo Ze v zgodnjih fazah razvoja kolorektalnega raka (stanje
adenoma) (Kostic in sod., 2013) ali pa se kot predstavniki »bakterijskih potnikov razvoja
kolorektalnega raka«, razrastejo v tumorskem mikrookolju v poznih fazah razvoja
kolorektalnega raka (stanje adenokarcinoma) (Tjalsma in sod., 2012).
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6 SKLEPI

Na podlagi rezultatov nasega raziskovalnega dela lahko sklepamo naslednje:

Iz v formalinu fiksiranih vzorcev ne moremo osamiti mikrobne DNK, ki bi bila
primerna za nadaljnje analize, zato potrebujemo za raziskavo sestave mikrobiote, ki
naseljuje ¢revesno sluznico sveze ali zamrznjene vzorce.

Sestava mikrobiote, ki naseljuje ¢revesno sluznico vzdolz debelega Crevesa je
razmeroma nespremenjena, je pa razli¢na pri razli¢nih pacientih.

Mikrobiota nespremenjene oz. »zdrave« sluznice debelega crevesa se razlikuje od
mikrobiote tumorsko spremenjene sluznice.

Kljub opazenim spremembam pri preiskovanih pacientih, statisticno znacilnega
povecanja Stevila fuzobakterij v vzorcih tumorsko spremenjene ¢revesne sluznice
nismo uspeli potrditi.

Prav tako nismo pokazali povezave fuzobakterij z zgodnejSimi stadiji raka t.j.
adenoma ali s poznej$imi stadiji t.J. adenokarcinoma.
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7 POVZETEK

Kljub temu, da zaenkrat Se ni popolnoma jasno ali do sprememb v sestavi Crevesne
mikrobiote pride zaradi razvoja kolorektalnega raka ali spremembe v Crevesni mikrobioti
pripomorejo k razvoju raka, postaja vedno bolj o¢itno, da pri bolnikih s kolorektalnim rakom
prihaja do doloCenih sprememb v sestavi njihove Crevesne mikrobiote. Morebitne
spremembe v sestavi mikrobiote ter spremembe v Stevilu bakterij iz rodu Fusobacterium,
smo odkrivali tudi v nasi Studiji.

Pri delu smo analizirali vzorce sluznice debelega ¢revesa in ¢revesne vsebine 16 pacientov,
pri katerih so bili opravljeni kolonoskopski pregledi zaradi suma nastanka kolorektalnega
raka ali pa so bili pregledani v sklopu rutinskih postoperativnih pregledov. VVzorce smo
pridobili iz Klini¢nega oddelka za gastroenterologijo, UKC Ljubljana.

Ker smo imeli na razpolago zelo majhno $tevilo primernih vzorcev, smo optimizacijo metod
in postopkov osamitve skupne mikrobne DNK opravili na modelnih vzorcih, t.j. sluznice
kuncjega debelega ¢revesa. V prvem delu smo ugotovili, da iz v formalinu fiksiranih vzorcev
ne uspemo osamiti dovolj kvalitetne mikrobne DNK, ki bi omogocala uspesno nadaljnjo
analizo. Vzrokov je lahko vec¢: (i) zaradi formalina pride do navzkriznih povezav med
proteini in DNK, kar onemogoca osamitev dovolj Ciste DNK, (ii) bakterije v formalinu
propadajo in z njimi tudi njihove bioloske makromolekule (DNK). Med preizkuSenimi
metodami osamitve DNK iz zamrznjenih vzorcev smo izbrali metodo, ki vkljucuje fizikalno
razbijanje celic s ultrazvo¢nim razbijalcem. Pri tej metodi smo lahko uspesno kontrolirali
stopnjo razbitja ¢revesne sluznice in s tem zmanjSali koli¢ino sproscene evkariontske DNK,
pri tem pa Se vedno zagotovili u¢inkovito lizo mikrobnih celic in sprostitev mikrobne DNK.
Prevelika kolicina sproscene evkariontske DNK lahko namre¢ negativno vpliva na uspesnost
izvedbe nadaljnjih molekularnih metod (PCR, DGGE, gPCR).

V nadaljevanju smo z molekularno metodo elektroforeze s PCR pomnozenih delov
bakterijskih genov za 16S rRNK v denaturacijskem gradientu (DGGE), ki omogoca
profiliranje sestave mikrobiote, odkrivali morebitne spremembe v sestavi mikrobiote, ki
naseljuje nespremenjeno (»zdravo«) in tumorsko spremenjeno crevesno sluznico. Pri
pacientih, pri katerih je bila odvzeta Se ¢revesna vsebina, smo v analizo vkljucili tudi to.
Ceprav se zavedamo, da bi bilo potrebno za dokonéno potrditev v tudijo vkljuéiti vedje
Stevilo pacientov, lahko na podlagi rezultatov DGGE metode oblikujemo sledece zakljucke:
(i) DGGE profili nespremenjene sluznice med razlicnimi pacienti se razlikujejo, kar
nakazuje da je sestava Crevesne mikrobiote med preiskanimi osebami razli€na; (ii)
Podobnost med DGGE profili vzorcev nespremenjene sluznice, ki so bili odvzeti iz istega
predela prebavnega trakta, je primerljiva s podobnostjo med DGGE profili vzorcev
nespremenjene sluznice, ki so bili odvzeti iz razli¢nih predelov prebavnega trakta istega
pacienta. To nakazuje, da je mikrobiota vzdolZ distalnega dela prebavnega trakta razmeroma
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stabilna; (iii) Podobnost DGGE profilov tumorsko spremenjene sluznice z DGGE profili
nespremenjene (»zdrave«) sluznice je manjSa kot podobnost DGGE profilov iz
nespremenjene (»zdrave) sluznice. Slednje nakazuje, da je v okolju tumorsko spremenjene
Crevesne sluznice tudi sestava mikrobiote druga¢na kot v okolju nespremenjene (»zdrave«)
¢revesne sluznice.

Zaradi nedavnih objav, v katerih so avtorji porocali o povezavi bakterij iz rodu
Fusobacterium in med njimi posebej vrste Fusobacterium nucleatum z nastankom
kolorektalnega raka, smo poskusali z metodo qPCR (TagMan) ugotoviti morebitne
spremembe v Stevilu fuzobakterij v vzorcih tumorsko spremenjene Crevesne sluznice iz
preiskovanih pacientov. Pri tem smo razlike v koli¢ini osamljene mikrobne DNK med vzorci
normalizirali z metodo gPCR (SYBR Green), s katero smo ugotavljali Stevilo vseh na
¢revesni sluznici prisotnih bakterij. Ugotovili smo, da se Stevilo fuzobakterij v vzorcih
nespremenjene sluznice vzdolz distalnega dela prebavnega trakta pri istem pacientu ne
spreminja statisticno znacilno, kar bi lahko potrdilo trditve o stabilnosti mikrobiote v tem
delu prebavnega trakta. Rezultati pa nakazujejo razlike v Stevilu fuzobakterij v vzorcih
tumorsko spremenjene sluznice glede na nespremenjeno (»zdravo«) sluznico, vendar v celoti
povecanje v Stevilu fuzobakterij v vzorcih tumorsko spremenjene sluznice ni statisticno
znacilno. Tako na podlagi nasih rezultatov tudi ne moremo sklepati ali imajo fuzobakterije
vidno vlogo ze v zgodnjih fazah razvoja kolorektalnega raka ali pa se kot predstavniki
»bakterijskih potnikov razvoja kolorektalnega raka, razrastejo v tumorskem mikrookolju
Sele v poznih fazah razvoja kolorektalnega raka.

V tem delu smo predstavili le koS¢ek mozaika, ki predstavlja celotno sliko vzro¢no-
posledi¢nih povezav med kolorektalnim rakom in ¢revesno mikrobioto. Pri tem smo naleteli
na doloCene tezave, ki smo jih morali podrobneje raziskati, da smo lahko nadaljevali z
delom. V prihodnje bi bilo smiselno v Studijo vkljuciti vecje Stevilo pacientov in v analizo
uvesti tudi metodo sekvenciranja informativnih delov mikrobnih genomov, ki ob sicer e
vedno precej visjih stroskih ponuja bolj zanesljive in informativne podatke.
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PRILOGE

Priloga A: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu A.

Priloga Al: Mesto odvzema in opis vzorcev ¢revesne sluznice ter diagnoza pri pacientu A.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza
A/Bp 1 slepo ¢revo bp
A/Bp 2 desni zavoj debelega Crevesa bp _
A/Bp 3 preéni kolon bp benigno
A/Bp 4 esasto ¢revo bp *
A/Bp 5 danka bp
* divertikli: sindrom razdraZljivega ¢revesa z obstipacijo
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Priloga A2: Rezultati pri pacientu A: (i) DGGE profili iz pomnozkov genov za 16S rRNK
vseh bakterij v vzorcih ¢revesne sluznice (»L« lestvica), (ii) stopnja spremembe Stevila
bakterij iz rodu Fusobacterium v vzorcih, podatki so normalizirani glede na vzorec z najnizjo
vrednostjo ter prikazani na logaritemski skali, vrednosti na vrhu stolpcev prikazujejo stopnjo
spremembe, (iii) dendrogram, na katerem je razvidno zdruZevanje posameznih vzorcev
glede na podobnost DGGE profilov (»L« lestvica, »FN« ¢ista kultura F. nucleatum, »Bp«

.....



Sket R. Molekularno odkrivanje bakterije Fusobacterium nucleatum v biopsijskih vzorcih pacientov s kolorektalnim rakom.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Studij mikrobiologije, 2014

Priloga B: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu B.

Priloga B1: Mesto odvzema in opis vzorcev ¢revesne sluznice ter diagnoza pri pacientu B.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza
B/Bp 1 slepo ¢revo bp

B/Bp 2 desni zavoj debelega ¢revesa bp

B/Bp 3 preéni kolon bp benigno
B/Bp 4 esasto ¢revo bp

B/Bp 5 danka bp

o)

S I
, |

) ll FN
91.5 | : Bp1

20 89.8 Bp3
84.8 Bp5

76.6 Bp2

- 1 Bp4

Priloga B2: Rezultati pri pacientu B: (i) DGGE profili iz pomnozkov genov za 16S rRNK
vseh bakterij v vzorcih Crevesne sluznice (»L« lestvica), (i1) dendrogram, na katerem je
razvidno zdruzevanje posameznih vzorcev glede na podobnost DGGE profilov (»L«
lestvica, »FN« ¢ista kultura F. nucleatum, »Bp« vzorec brez spremembe), vrednosti na osi
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Priloga C: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu C.

Priloga C1: Mesto odvzema in opis vzorcev ¢revesne sluznice ter diagnoza pri pacientu C.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza
C/Bp1l slepo ¢revo bp benigno
C/Bp 2 navzgornji kolon sesilna polipoidna neoplazma
benigno
C/Bp 3 navzdolnji kolon sesilna polipoidna neoplazma
C/R1 danka intermediarna polipoidna neoplazma  \/ijozni adenom nizke stopnje
CIR2 intermediarna polipoidna neoplazma displazije
(1-) R4‘ (l-l) Pacient C
g 21
% T ,
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Priloga C2: Rezultati pri pacientu C: (i) DGGE profili iz pomnozkov genov za 16S rRNK
vseh bakterij v vzorcih Crevesne sluznice (»L« lestvica), (ii) stopnja spremembe Stevila
bakterij iz rodu Fusobacterium v vzorcih nespremenjene in tumorsko spremenjene ¢revesne
sluznice, podatki so normalizirani glede na vzorec z najnizjo vrednostjo ter prikazani na
logaritemski skali, vrednosti na vrhu stolpcev prikazujejo stopnjo spremembe, (iii)
dendrogram, na katerem je razvidno zdruzevanje posameznih vzorcev glede na podobnost
DGGE profilov (»L« lestvica, »FN« ¢ista kultura F. nucleatum, »Bp« vzorec brez

.....

podobnosti.
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Priloga D: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu D.

Priloga D1: Mesto odvzema in opis vzorcev ¢revesne sluznice ter diagnoza pri pacientu D.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza
D/Bp slepo ¢revo bp benigno
D/R1 esasto ¢revo nepolipoidna neeksulceriarna neoplazma adenom nizke stopnje
DIR 2 esasto &revo nepolipoidna neeksulceriarna neoplazma displazije
D/R 3 danka pecljata polipoidna neoplazma adenom nizke stopnje
DIR 4 danka pecljata polipoidna neoplazma displazije
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Priloga D2: Rezultati pri pacientu D: (i) DGGE profili iz pomnozkov genov za 16S rRNK
vseh bakterij v vzorcih ¢revesne sluznice (»L« lestvica), (ii) stopnja spremembe Stevila
bakterij iz rodu Fusobacterium v vzorcih nespremenjene in tumorsko spremenjene ¢revesne
sluznice, podatki so normalizirani glede na vzorec z najnizjo vrednostjo ter prikazani na
logaritemski skali, vrednosti na vrhu stolpcev prikazujejo stopnjo spremembe, (iii)
dendrogram, na katerem je razvidno zdruzevanje posameznih vzorcev glede na podobnost
DGGE profilov (»L« lestvica, »FN« ¢ista kultura F. nucleatum, »Bp« vzorec brez

.....

podobnosti.
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Priloga E: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu E.

Priloga E1: Mesto odvzema in opis vzorcev ¢revesne sluznice oziroma Crevesne vsebine ter
diagnoza pri pacientu E.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza

E/Bp1 navzgornji kolon bp

E/Bp 2 navzgornji kolon bp benigno

E/Bp 2 navzgornji kolon bp

ER navzgornji kolon polip adenom nizke stopnje displazije

Priloga E2: Rezultati pri pacientu E: osamitev mikrobne DNK ni bila uspesna.

Priloga F: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu F.

Priloga F1: Mesto odvzema in opis vzorcev ¢revesne sluznice oziroma ¢revesne Vsebine ter
diagnoza pri pacientu F.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza
F/Bp 1 navzgornji kolon bp

F/Bp 2 navzgornji kolon bp benigno
F/Bp 2 navzgornji kolon bp

FIF navzgornji kolon ¢revesna vsebina /
FIR1 navzgornji kolon polip

adenom nizke stopnje

FIR 2 navzgornji kolon polip displazije

Priloga F2: Rezultati pri pacientu F: osamitev mikrobne DNK ni bila uspesna.
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Priloga G: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu G.

Priloga G1: Mesto odvzema, opis in diagnoza vzorcev sluznice pacienta G.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza
GR1 danka polip
GIR 2 danka polip adenom nizke stopnje
displazije
G/R3 danka polip
G/R4 danka tumor
G/R5 danka tumor adenokarcinom
G/R 6 danka tumor
Pacient G
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Priloga G2: Rezultati pri pacientu G: stopnja spremembe Stevila bakterij iz rodu
Fusobacterium v vzorcih adenoma in adenokarcinoma, ki so bili odvzeti v istem delu
prebavnega trakta na razdalji 10 cm, podatki so prikazani na logaritemski skali in so
normalizirani glede na vzorec adenoma, vrednosti na vrhu stolpcev prikazujejo stopnjo

spremembe.
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Priloga H: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu H.

Priloga H1: Mesto odvzema in opis vzorcev ¢revesne sluznice oziroma ¢revesne vsebine ter
diagnoza pri pacientu H.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza
H/R1 preéni kolon intermediarna polipoidna neoplazma tubularni adenom
] . . o nizke stopnje
H/R 2 preéni kolon intermediarna polipoidna neoplazma displazije
H/F 1 preéni kolon ¢revesna vsebina /
H/F 2 preéni kolon ¢revesna vsebina /
H/Bp 1 preéni kolon bp
H/Bp 2 preéni kolon bp
benigno
H/Bp 3 preéni kolon bp
H/Bp 4 preéni kolon bp
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Priloga H2: Rezultati pri pacientu H: (i) DGGE profili iz pomnozkov genov za 16S rRNK
vseh bakterij v vzorcih ¢revesne sluznice in Crevesne vsebine (»L« lestvica), (ii) stopnja
spremembe Stevila bakterij iz rodu Fusobacterium v vzorcih nespremenjene in tumorsko
spremenjene Crevesne sluznice, podatki so normalizirani glede na vzorec z najniZjo
vrednostjo ter prikazani na logaritemski skali, vrednosti na vrhu stolpcev prikazujejo stopnjo
spremembe, (iii) dendrogram, na katerem je razvidno zdruZevanje posameznih vzorcev
glede na podobnost DGGE profilov (»L« lestvica, »FN« ¢ista kultura F. nucleatum, »Bp«
vzorec brez spremembe, »R « tumorsko spremenjen vzorec, »F« revesna vsebina), vrednosti

.....

DGGE profila smo iz analize izkljucili vzorca F1 in Bp2.
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Priloga I: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu I.

Priloga I1: Mesto odvzema in opis vzorcev ¢revesne sluznice oziroma ¢revesne vsebine ter
diagnoza pri pacientu I.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza

IR navzgornji kolon intermediarna polipoidna tubulovilozni gdenor_r) nizke stopnje
neoplazma displazije

I/F 1 navzgornji kolon érevesna vsebina /

I/F 2 navzgornji kolon érevesna vsebina /

1/Bp 1 navzgornji kolon bp

1/Bp 2 navzgornji kolon bp benigno

1/Bp 3 navzgornji kolon bp
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Priloga 12: Rezultati pri pacientu I: (i) DGGE profili iz pomnozkov genov za 16S rRNK vseh
bakterij v vzorcih crevesne sluznice in Crevesne vsebine (»L« lestvica), (ii) stopnja
spremembe Stevila bakterij iz rodu Fusobacterium v vzorcih nespremenjene in tumorsko
spremenjene Crevesne sluznice, podatki so normalizirani glede na vzorec z najniZjo
vrednostjo ter prikazani na logaritemski skali, vrednosti na vrhu stolpcev prikazujejo stopnjo
spremembe, (iii) dendrogram, na katerem je razvidno zdruZevanje posameznih vzorcev
glede na podobnost DGGE profilov (»L« lestvica, »FN« ¢ista kultura F. nucleatum, »Bp«
vzorec brez spremembe, »R « tumorsko spremenjen vzorec, »F« revesna vsebina), vrednosti
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Priloga J: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu J.

Priloga J1: Mesto odvzema in opis vzorcev ¢revesne sluznice ter diagnoza pri pacientu J.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza
JR1 esasto ¢revo pecljata polipoidna neoplazma tubularni adenom nizke stopnje
JR?2 esasto &revo pecljata polipoidna neoplazma displazije
JBp 1 esasto ¢revo bp
J/IBp 2 esasto ¢revo bp
benigno
J/Bp 3 esasto ¢revo bp
J/IBp 4 esasto ¢revo bp
@ (ii) Pacient
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Priloga J2: Rezultati pri pacientu J: (i) DGGE profili iz pomnozkov genov za 16S rRNK
vseh bakterij v vzorcih ¢revesne sluznice (»L« lestvica), (ii) stopnja spremembe Stevila
bakterij iz rodu Fusobacterium v vzorcih nespremenjene in tumorsko spremenjene ¢revesne
sluznice, podatki so normalizirani glede na vzorec z najnizjo vrednostjo ter prikazani na
logaritemski skali, vrednosti na vrhu stolpcev prikazujejo stopnjo spremembe, (iii)
dendrogram, na katerem je razvidno zdruzevanje posameznih vzorcev glede na podobnost
DGGE profilov (»L« lestvica, »FN« ¢ista kultura F. nucleatum, »Bp« vzorec brez

.....
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podobnosti. Zaradi Sibkega signala in posledi¢no neinformativnega DGGE profila smo iz
analize izkljucili vzorec Bp2.
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Priloga K: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu K.

Priloga K1: Mesto odvzema in opis vzorcev ¢revesne sluznice oziroma ¢revesne vsebine ter
diagnoza pri pacientu K.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza

K/Bp 1 navzdolnji kolon bp

K/Bp 2 navzdolnji kolon bp benigno

K/Bp 3 navzdolnji kolon bp

K/F navzdolnji kolon érevesna vsebina /

K/R navzdolnji kolon polip sigme adenom nizke stopnje displazije
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Priloga K2: Rezultati pri pacientu K: (i) DGGE profili iz pomnozkov genov za 16S rRNK
vseh bakterij v vzorcih ¢revesne sluznice in Crevesne vsebine (»L« lestvica), (ii) stopnja
spremembe Stevila bakterij iz rodu Fusobacterium v vzorcih nespremenjene in tumorsko
spremenjene Crevesne sluznice, podatki so normalizirani glede na vzorec z najniZjo
vrednostjo ter prikazani na logaritemski skali, vrednosti na vrhu stolpcev prikazujejo stopnjo
spremembe, (iii) dendrogram, na katerem je razvidno zdruzevanje posameznih vzorcev
glede na podobnost DGGE profilov (»L« lestvica, »FN« €ista kultura F. nucleatum, »Bp«
vzorec brez spremembe, »R « tumorsko spremenjen vzorec, »F« ¢revesna vsebina), vrednosti
na osi in razvejiscih so % podobnosti.
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Priloga L: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu L.

Priloga L1: Mesto odvzema in opis vzorcev ¢revesne sluznice oziroma ¢revesne vsebine ter
diagnoza pri pacientu L.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza
L/Bp 1 slepo ¢revo bp

L/Bp 2 slepo &revo bp benigno
L/Bp 3 slepo &revo bp

L/F slepo &revo ¢revesna vsebina /
L/R1 slepo &revo malignom

adenokarcinom
L/R2 slepo ¢revo malignom

(u) Pacient L
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Priloga L2: Rezultati pri pacientu L: (i) DGGE profili iz pomnozkov genov za 16S rRNK
vseh bakterij v vzorcih ¢revesne sluznice in Crevesne vsebine (»L« lestvica, »F.n.« Cista
kultura F. nucleatum, »(-)« negativna kontrola), (ii) stopnja spremembe $tevila bakterij iz
rodu Fusobacterium v vzorcih nespremenjene in tumorsko spremenjene ¢revesne sluznice,
podatki so normalizirani glede na vzorec z najnizjo vrednostjo ter prikazani na logaritemski
skali, vrednosti na vrhu stolpcev prikazujejo stopnjo spremembe, (iii) dendrogram, na
katerem je razvidno zdruZzevanje posameznih vzorcev glede na podobnost DGGE profilov
(»L« lestvica, »FN« ¢ista kultura F. nucleatum, »Bp« vzorec brez spremembe, »R« tumorsko
spremenjen vzorec, »F« ¢revesna vsebina), vrednosti na osi in razvejiscih so % podobnosti.
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Priloga M: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu M.

Priloga M1: Mesto odvzema in opis vzorcev €revesne sluznice oziroma ¢revesne vsebine ter
diagnoza pri pacientu M.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza
M/R 1 danka tumor

M/R 2 danka tumor adenokarcinom
M/R 3 danka tumor

M/Bp 1 danka bp

M/Bp 2 danka bp benigno
M/Bp 3 danka bp

M/F danka ¢revesna vsebina /
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Priloga M2: Rezultati pri pacientu M: (i) DGGE profili iz pomnozkov genov za 16S rRNK
vseh bakterij v vzorcih ¢revesne sluznice in Crevesne vsebine (»L« lestvica), (ii) stopnja
spremembe Stevila bakterij iz rodu Fusobacterium v vzorcih nespremenjene in tumorsko
spremenjene Crevesne sluznice, podatki so normalizirani glede na vzorec z najniZjo
vrednostjo ter prikazani na logaritemski skali, vrednosti na vrhu stolpcev prikazujejo stopnjo
spremembe, (iii) dendrogram, na katerem je razvidno zdruzevanje posameznih vzorcev
glede na podobnost DGGE profilov (»L« lestvica, »FN« €ista kultura F. nucleatum, »Bp«
vzorec brez spremembe, »R « tumorsko spremenjen vzorec, »F« ¢revesna vsebina), vrednosti

DGGE profila smo iz analize izklju¢ili vzorca R2 in R3.
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Priloga N: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu N.

Priloga N1: Mesto odvzema in opis vzorcev ¢revesne sluznice ter diagnoza pri pacientu N.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza
N/R 1 navzgornji kolon tumor
adenokarcinom
N/R 2 navzgornji kolon tumor
N/Bp 1 navzgornji kolon bp
N/Bp 2 navzgornji kolon bp benigno
N/Bp 3 navzgornji kolon bp
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Priloga N2: Rezultati pri pacientu N: (i) DGGE profili iz pomnozkov genov za 16S rRNK
vseh bakterij v vzorcih ¢revesne sluznice (»L« lestvica), (ii) stopnja spremembe Stevila
bakterij iz rodu Fusobacterium v vzorcih nespremenjene in tumorsko spremenjene ¢revesne
sluznice, podatki so normalizirani glede na vzorec z najnizjo vrednostjo ter prikazani na
logaritemski skali, vrednosti na vrhu stolpcev prikazujejo stopnjo spremembe, (iii)
dendrogram, na katerem je razvidno zdruzevanje posameznih vzorcev glede na podobnost
DGGE profilov (»L« lestvica, »FN« ¢ista kultura F. nucleatum, »Bp« vzorec brez
spremembe, »R« tumorsko spremenjen vzorec), vrednosti na osi in razvejis¢ith so %

podobnosti.
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Priloga O: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu O.

Priloga O1: Mesto odvzema in opis vzorcev ¢revesne sluznice ter diagnoza pri pacientu O.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza

O/R1 esasto ¢revo polip adenom nizke stopnje displazije
O/R 2 pre¢ni kolon tumor linealne fleksure adenokarcinom

O/Bp 1 preéni kolon bp

O/Bp 2 preéni kolon bp benigno

O/Bp 3 preéni kolon bp

O/Bp 4 pre¢ni kolon bp
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Priloga O2: Rezultati pri pacientu O: (i) DGGE profili iz pomnozkov genov za 16S rRNK
vseh bakterij v vzorcih ¢revesne sluznice (»L« lestvica), (i1)) dendrogram, na katerem je
razvidno zdruzevanje posameznih vzorcev glede na podobnost DGGE profilov (»L«
lestvica, »FN« &ista kultura F. nucleatum, »Bp« vzorec brez spremembe, »R« tumorsko

.....
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Priloga P: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu P.

Priloga P1: Mesto odvzema in opis vzorcev ¢revesne sluznice oziroma ¢revesne Vsebine ter
diagnoza pri pacientu P.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza
P/BD 1 prehod med danko in bp
P esastim ¢revesom
benigno
P/BD 2 prehod med danko in bp
P esastim ¢revesom
PIR 1 prehod med danko in malignom
esastim ¢revesom
adenokarcinom
PIR 2 prehod med danko in malignom
esastim érevesom
PIE prehod med danko in ¢revesna vsebina /
esastim érevesom
(]-) (].‘l) Pacient P
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Priloga P2: Rezultati pri pacientu P: (i) DGGE profili iz pomnozkov genov za 16S rRNK
vseh bakterij v vzorcih ¢revesne sluznice in Crevesne vsebine (»L« lestvica), (ii) stopnja
spremembe Stevila bakterij iz rodu Fusobacterium v vzorcih nespremenjene in tumorsko
spremenjene Crevesne sluznice, podatki so normalizirani glede na vzorec z najniZjo
vrednostjo ter prikazani na logaritemski skali, vrednosti na vrhu stolpcev prikazujejo stopnjo
spremembe, (iii) dendrogram, na katerem je razvidno zdruzevanje posameznih vzorcev
glede na podobnost DGGE profilov (»L« lestvica, »FN« €ista kultura F. nucleatum, »Bp«
vzorec brez spremembe, »R « tumorsko spremenjen vzorec, »F« ¢revesna vsebina), vrednosti
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Priloga Q: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu R.

Priloga Q1: Mesto odvzema in opis vzorcev ¢revesne sluznice oziroma ¢revesne vsebine ter
diagnoza pri pacientu R.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza
R/R esasto ¢revo polip tubolovilozni adenom visoke stopnje displazije
R/Bp 1 esasto revo bp
R/Bp 2 esasto revo bp
benigno

R/Bp 3 esasto revo bp
R/Bp 4 esasto revo bp
R/F esasto ¢revo ¢revesna vsebina /
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Priloga Q2: Rezultati pri pacientu R: (i) DGGE profili iz pomnozkov genov za 16S rRNK
vseh bakterij v vzorcih Crevesne sluznice in Crevesne vsebine (»L« lestvica), in (ii)
dendrogram, na katerem je razvidno zdruzevanje posameznih vzorcev glede na podobnost
DGGE profilov (»L« lestvica, »FN« cista kultura F. nucleatum, »Bp« vzorec brez
spremembe, »R« tumorsko spremenjen vzorec, »F« ¢revesna vsebina), vrednosti na osi in
razvejiscih so % podobnosti.
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Priloga R: Opis vzorcev in rezultati pri pacientu S.

Priloga R1: Mesto odvzema in opis vzorcev ¢revesne sluznice oziroma ¢revesne vsebine ter
diagnoza pri pacientu S.

Vzorec Mesto odvzema Opis vzorca Diagnoza
S/F esasto ¢revo érevesna vsebina /
S/IR esasto Erevo polip adenom nizke stopnje displazije
S/ Bpl esasto ¢revo bp
benigno
S/Bp2 esasto &revo bp
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Priloga R2: Rezultati pri pacientu S: (i) DGGE profili iz pomnozkov genov za 16S rRNK
vseh bakterij v vzorcih Crevesne sluznice in Crevesne vsebine (»L« lestvica), (i1) stopnja
spremembe Stevila bakterij iz rodu Fusobacterium v vzorcih nespremenjene in tumorsko
spremenjene Crevesne sluznice, podatki so normalizirani glede na vzorec z najniZjo
vrednostjo ter prikazani na logaritemski skali, vrednosti na vrhu stolpcev prikazujejo stopnjo
spremembe, (iii) dendrogram, na katerem je razvidno zdruZevanje posameznih vzorcev
glede na podobnost DGGE profilov (»L« lestvica, »FN« ¢ista kultura F. nucleatum, »Bp«
vzorec brez spremembe, »R « tumorsko spremenjen vzorec, »F« revesna vsebina), vrednosti
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Priloga S: Izracuni sprememb v $tevilu fuzobakterijskih tar¢ v tumorsko spremenjeni
sluznici glede na nespremenjeno sluznico debelega Crevesa oziroma danke preiskovanih
pacientov.

Pacient Nespremenjena sluznica (Bp) Nespremenjena sluznica (Bp)
(primerjani vzorci) Standardni Standardni

Povpredje odklon Povpredje odklon Diagnoza
A (Bp4 : Bp3) 1,4E-03 1,3E-04 2,1E-03 5,2E-04 bp
A (Bp4 : Bp2) 1,4E-03 1,3E-04 3,0E-03 2,3E-04 bp
C (Bp2: Bpl) 3,6E-04 7,8E-05 6,9E-04 1,2E-04 bp

Tumorsko spremenjena sluznica (Rak)
Stopnja Standardni

spremembe odklon Diagnoza
C (Bp2 : Rak) 3,6E-04 7,8E-05 1,8E-03 1,8E-03 adenom
D *(Bp : Rak1) 5,4E-05 8,3E-06 1,7E-04 2,5E-05 adenom
D *(Bp : Rak4) 5,4E-05 8,3E-06 5,3E-04 7,3E-05 adenom
G** (Rakl : Rakd) 9,5E-04 9,2E-06 8,0E-04 1,4E-04  adenokarcinom
H (Bp : Rak) 2,3E-03 2,1E-04 5,1E-06 5,8E-07 adenom
I (Bp : Rak) 9,3E-05 2,2E-05 4,3E-03 2,5E-04 adenom
J (Bp : Rak) 1,0E-03 2,4E-04 1,8E-05 2,3E-07 adenom
K (Bp : Rak) 2,4E-05 1,2E-06 1,9E-04 1,1E-05 adenom
L (Bp : Rak) 1,1E-01 6,0E-02 8,0E-01 2,0E-01  adenokarcinom
M (Bp : Rak) 1,8E-01 3,1E-02 4,5E-01 1,8E-02  adenokarcinom
N (Bp : Rak) 1,8E-03 2,9E-04 3,3E-04 5,9€E-05 adenokarcinom
P (Bp : Rak) 9,0E-04 2,9E-04 9,3E-03 1,6E-03  adenokarcinom
S (Bp : Rak) 4,0E-03 1,0E-04 1,6E-02 4,2E-03 adenom

* Pacient D: pri tem pacientu sta bila odvzeta dva vzorca tumorsko spremenjene sluznice iz razli¢nih predelov ¢revesa.
** Pacient G: pri tem pacientu ni bil odvzet vzorec nespremenjene sluznice, zato smo primerjavo opravili med vzorcem
R1 (adenom) in vzorcem R4 (adenokarcinom).
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Priloga T: Izpis programa ViiA 7.0 za qPCR SYBR Green z bakterijskimi univerzalnimi
zacetnimi oligonukleotidi za ugotavljanje Stevila vseh bakterijskih tar¢ v vzorcih.

Block Tvpe 384-Well Block Taraet Name 16S rRNK
Chemistry SYBR_GREEN

Experiment Barcode

Experiment Comments

Experiment Name 2014-01-27 114253

Experiment Run End Time 2014-01-28 19:20:20 PM CET

Experiment Type Standard

Experiment User Name

Instrument Type ViiA7

Passive Reference ROX

Quantification Cycle Method Ct

Signal Smoothing On false

Stage/ Cycle where Analysis is performed  Stage 2, Step 2

Omit Sample  Task CT Ct CtSD  Quantity Quantity Quantity Ct Tml
Name Mean Mean SD Threshold

FALSE GR4 UNKN 17,27 17,275 0,006 58.505,43 58.691,40 262,99 0,302 82,889

FALSE GR4 UNKN 17,27 17,275 0,006 58.877,36 58.691,40 262,99 0,302 83,024

FALSE PBp2 UNKN 16,22 16,192 0,051 121.563,91 124.679,45 4.406,04 0,302 83,024
FALSE PBp2 UNKN 16,15 16,192 0,051 127.794,99 124.679,45 4.406,04 0,302 83,024

FALSE Std2 STAN 13,95 13,975 0,031 580.000,00 0,302 81,949
FALSE Std2 STAN 13,99 13,975 0,031 580.000,00 0,302 81,949
FALSE ABp2 UNKN 17,03 17,035 0,006 69.151,94 69.349,35 279,19 0,302 82,889
FALSE ABp2 UNKN 17,03 17,035 0,006 69.546,77 69.349,35 279,19 0,302 83,024

FALSE HR1 UNKN 1487 14868 0,014 310.990,75 313.128,44 3.023,17 0,302 82,889
FALSE HR1 UNKN 1485 14868 0,014 315.266,16 313.128,44 3.023,17 0,302 83,024
FALSE KR UNKN 17,28 17,233 0,076 58.210,59 60.476,54  3.204,54 0,302 82,889
FALSE KR UNKN 17,17 17,233 0,076 62.742,49 60.476,54  3.204,54 0,302 83,024
FALSE PR1 UNKN 1458 14,731 0,200 380.293,38 346.287,44 48.091,64 0,302 83,158
FALSE PR1 UNKN 1487 14,731 0,200 312.281,53 346.287,44 48.091,64 0,302 83,024
FALSE Std3  STAN 16,27 16,259 0,016 116.000,00 0,302 81,949
FALSE Std3 STAN 16,24 16,259 0,016 116.000,00 0,302 81,949
FALSE ABp3 UNKN 18,05 18,020 0,055 34.007,16 34.944,61  1.325,75 0,302 82,889
FALSE ABp3 UNKN 17,98 18,020 0,055 35.882,05 34.944,61  1.325,75 0,302 83,024

FALSE LBp2 UNKN 16,38 16,389 0,010 109.175,37 108.662,06 725,92 0,302 83,024
FALSE LBp2 UNKN 16,39 16,389 0,010 108.148,77 108.662,06 725,92 0,302 83,024
FALSE Std4 STAN 18,69 18,672 0,028 23.200,00 0,302 81,949
FALSE Std4 STAN 18,65 18,672 0,028 23.200,00 0,302 81,949
FALSE ABp4 UNKN 20,38 20,341 0,064 6.731,30 6.951,49 311,39 0,302 82,889
FALSE ABp4 UNKN 20,29 20,341 0,064 7.171,67 6.951,49 311,39 0,302 82,889

FALSE LBp3 UNKN 16,01 16,066 0,077 141.374,41 136.203,77 7.312,39 0,302 83,024
FALSE LBp3 UNKN 16,12 16,066 0,077 131.033,13 136.203,77 7.312,39 0,302 83,024
FALSE RR UNKN 1440 14457 0,071 431.748,00 417.210,31 20.559,39 0,302 83,024
FALSE RR UNKN 1450 14457 0,071 402.672,63 417.210,31 20.559,39 0,302 83,024

FALSE Std5 STAN 20,98 20,932 0,068 4.640,00 0,302 81,949
FALSE Std5 STAN 20,88 20,932 0,068 4.640,00 0,302 81,949
FALSE BBp3 UNKN 1646 16,461 0,010 102.821,14 103.343,88 739,27 0,302 83,024
FALSE BBp3 UNKN 1645 16,461 0,010 103.866,63 103.343,88 739,27 0,302 82,889
FALSE HBp4 UNKN 1791 17943 0,039 37.581,22 36.874,63 999,27 0,302 83,024
FALSE HBp4 UNKN 17,97 17943 0,039 36.168,04 36.874,63 999,27 0,302 83,024
FALSE Std6 STAN 23,19 23,204 0,019 928,00 0,302 81,949
FALSE Std6 STAN 2321 23,204 0,019 928,00 0,302 81,949
FALSE BBp4 UNKN 17,73 17,740 0,012 42.721,18 42.467,65 358,55 0,302 83,024
FALSE BBp4 UNKN 17,74 17,740 0,012 42214,12 42.467,65 358,55 0,302 83,024
FALSE IR1 UNKN 22,72 22,679 0,070 1.319,58 1.366,90 66,92 0,302 83,024
FALSE IR1 UNKN 22,62 22,679 0,070 1.414,22 1.366,90 66,92 0,302 83,024

FALSE LR1 UNKN 1542 15401 0,028 213.122,88 216.130,91 4.253,99 0,302 83,024
FALSE LR1 UNKN 1538 15401 0,028 219.138,92 216.130,91 4.253,99 0,302 83,024
FALSE RBp2 UNKN 16,23 16,223 0,023 120.664,29 122.016,02 1.911,64 0,302 83,024
FALSE RBp2 UNKN 16,20 16,223 0,023 123.367,76 122.016,02  1.911,64 0,302 83,024

»se nadaljuje«
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Omit  Sample Task CT Ct CtSD  Quantity Quantity  Quantity Ct Tml
Name Mean Mean SD Threshol

FALSE BBp5 UNKN 17,308 17,323 0,021 57.343,47  56.754,79 832,52 0,302 83,024
FALSE BBp5 UNKN 17,338 17,323 0,021 56.166,10  56.754,79 832,52 0,302 83,024
FALSE MR1 UNKN 21,704 21,699 0,007 2.691,31 2.700,67 13,23 0,302 83,024
FALSE MR1 UNKN 21,694 21,699 0,007 2.710,03 2.700,67 13,23 0,302 83,024
FALSE CBpl UNKN 15919 15926 0,011 150.745,13 149.947,50 1.128,01 0,302 83,024
FALSE CBpl UNKN 15934 15926 0,011 149.149,83 149.947,50 1.128,01 0,302 83,024
FALSE 1Bpl UNKN 17,2890 17,255 0,047 5812359  59.513,05 1.964,99 0,302 83,024
FALSE 1Bpl UNKN 17,221 17,255 0,047 6090250 59.513,05 1.964,99 0,302 83,024
FALSE MBpl UNKN 18998 18961 0,052 17.693,90  18.159,91 659,04 0,302 83,024
FALSE MBpl UNKN 18924 18961 0,052 18.62593  18.159,91 659,04 0,302 83,024
FALSE NTC 26,221 0,302 80,875
FALSE NTC 26,269 0,302 80,875
FALSE CBp2 UNKN 16,246 16,262 0,022 120.021,30 118.723,14 1.835,38 0,302 83,024
FALSE CBp2 UNKN 16,278 16,262 0,022 117.42498 118.723,14 1.835,88 0,302 83,024
FALSE 1Bp2 UNKN 21,133 21,149 0,022 4.004,62 3.961,33 61,23 0,302 83,024
FALSE 1Bp2 UNKN 21,165 21,149 0,022 3.918,03 3.961,33 61,23 0,302 83,426
FALSE MBp2 UNKN 15,094 15103 0,013 267.670,38 265.908,16 2.492,15 0,302 83,024
FALSE MBp2 UNKN 15,113 15,103 0,013 264.14594 265.908,16 2.492,15 0,302 83,024
FALSE SR UNKN 16,543 16,686 0,203 97.656,38  88.810,55 12.509,89 0,302 83,158
FALSE SR UNKN 16,830 16,686 0,203 79.964,73  88.810,55 12509,89 0,302 83,024
FALSE NTC 26,302 0,302 81,009
FALSE NTC 26,252 0,302 80,741
FALSE CR2 UNKN 19,549 19,565 0,022 12.058,67  11.927,54 185,45 0,302 83,024
FALSE CR2 UNKN 19,581 19,565 0,022 11.796,41  11.927,54 185,45 0,302 83,024
FALSE NTC 26,295 0,302 80,741
FALSE NTC 26,094 0,302 80,741
FALSE DBp UNKN 16,154 16,117 0,052 127.987,46 131.366,36 4.778,48 0,302 82,889
FALSE DBp UNKN 16,080 16,117 0,052 134.74525 131.366,36 4.778,48 0,302 83,024
FALSE JR2 UNKN 16,711 16,698 0,018 86.868,94  87.649,61 1.104,03 0,302 83,024
FALSE JR2 UNKN 16,685 16,698 0,018 88.430,27  87.649,61 1.104,03 0,302 83,024
FALSE NR2 UNKN 15993 15949 0,062 143.117,66 147.647,38 6.405,99 0,302 83,024
FALSE NR2 UNKN 15905 15949 0,062 152.177,09 147.647,38 6.405,99 0,302 83,024
FALSE SBp2 UNKN 23327 23302 0,035 870,39 885,49 21,35 0,302 83,024
FALSE SBp2 UNKN 23278 23302 0,035 900,59 885,49 21,35 0,302 83,024
FALSE DR1 UNKN 17910 17,895 0,021 37.722,28  38.116,60 557,66 0,302 82,889
FALSE DR1 UNKN 17,880 17,895 0,021 38510,93  38.116,60 557,66 0,302 82,889
FALSE JBpl UNKN 16,154 16,120 0,048 127.999,52 131.071,22 4.344,03 0,302 82,889
FALSE JBpl UNKN 16,087 16,120 0,048 134.14291 131.071,22 4.344,03 0,302 83,024
FALSE NBpl UNKN 16,547 16,471 0,108 97.349,97 102.789,28 7.692,35 0,302 83,024
FALSE NBpl UNKN 16,395 16,471 0,108 108.228,59 102.789,28 7.692,35 0,302 83,024
FALSE DR4 UNKN 19,680 19,705 0,035 11.009,61  10.821,16 266,51 0,302 82,889
FALSE DR4 UNKN 19,730 19,705 0,035 10.632,70  10.821,16 266,51 0,302 82,889
FALSE JBp3 UNKN 16,755 16,775 0,028  84.245,02  83.119,11 1.592,28 0,302 83,024
FALSE JBp3 UNKN 16,794 16,775 0,028 8199320  83.119,11 1.592,28 0,302 83,024
FALSE NBp2 UNKN 16,427 16,448 0,030 105.871,91 104.339,16 2.167,64 0,302 83,024
FALSE NBp2 UNKN 16,469 16,448 0,030 102.806,41 104.339,16 2.167,64 0,302 83,024
FALSE JBp4 UNKN 16,142 16,129 0,019 129.067,52 130.260,20 1.686,71 0,302 82,889
FALSE JBp4 UNKN 16,116 16,129 0,019 131.452,89 130.260,20 1.686,71 0,302 82,889
FALSE OR2 UNKN 15910 15934 0,033 151.637,31 149.221,84 3.415,99 0,302 83,024
FALSE OR2 UNKN 15957 15934 0,033 146.806,38 149.221,84 3.415,99 0,302 83,024
FALSE KBpl UNKN 17,060 17,100 0,070 68.619,05 66.324,83  3.244,53 0,302 82,889
FALSE KBpl UNKN 17,149 17,100 0,070 64.030,60 66.324,83  3.244,53 0,302 82,755
FALSE OBpl UNKN 16,246 16,210 0,051 120.047,11 123.147,65 4.384,82 0,302 82,889
FALSE OBpl UNKN 16,174 16,210 0,051 126.248,19 123.147,65 4.384,82 0,302 82,889
FALSE GR1 UNKN 17,334 17,328 0,009 56.307,83  56.559,02 355,23 0,302 82,755
FALSE GR1 UNKN 17321 17,328 0,009 56.810,21  56.559,02 355,23 0,302 82,889
FALSE OBp2 UNKN 15994 16,028 0,048 143.026,42 139.756,84 4.623,89 0,302 83,024
FALSE OBp2 UNKN 16,062 16,028 0,048 136.487,25 139.756,84 4.623,89 0,302 83,024
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Priloga U: Izpis programa ViiA 7.0 za qPCR TagMan s specificnimi zacetnimi
oligonukleotidi za ugotavljanje Stevila vseh fuzobakterijskih tar¢ v vzorcih.

Block Type 384-Well Block Reporter FAM
Chemistry TAQMAN Quencher TAMRA
Experiment Barcode Target Name Fuso
Experiment Comments
Experiment File Name 2013-12-10 100832_TagMan_vzorci.eds
Experiment Name 2013-12-10 100832
Experiment Run End Time 2013-12-10 14:16:10 PM CET
Experiment Type Standard Curve
Experiment User Name
Instrument Name Rodica
Instrument Serial Number 278881087
Instrument Type ViiA7
Passive Reference ROX
Quantification Cycle Method Ct
Signal Smoothing On false
Stage/ Cycle where Analysis is performed Stage 2, Step 2
Omit Sample  Task CT Ct CtSD  Quantity Quantity Quantity Ct
Name Mean Mean SD Threshold
FALSE ABp2  UNKN 38,332 38,442 0,127 69,983 65,620 4,950 0,082
FALSE ABp2  UNKN 38,413 38,442 0,127 66,636 65,620 4,950 0,082
FALSE ABp2  UNKN 38,581 38,442 0,127 60,240 65,620 4,950 0,082
FALSE GR4 UNKN 40,735 40,948 0,317 16,462 14,656 2,638 0,082
FALSE GR4 UNKN 40,795 40,948 0,317 15,878 14,656 2,638 0,082
FALSE GR4 UNKN 41,312 40,948 0,317 11,629 14,656 2,638 0,082
FALSE PBp2  UNKN 39,427 39,487 0,130 36,203 34,973 2,672 0,082
FALSE PBp2  UNKN 39,636 39,487 0,130 31,908 34,973 2,672 0,082
FALSE PBp2  UNKN 39,399 39,487 0,130 36,809 34,973 2,672 0,082
FALSE HR1 UNKN Undetermined 0,082
FALSE HR1 UNKN Undetermined 0,082
FALSE HR1 UNKN Undetermined 0,082
FALSE KR UNKN 43,312 43,284 0,040 3,489 3,548 0,085 0,082
FALSE KR UNKN 43,256 43,284 0,040 3,608 3,548 0,085 0,082
FALSE PR1 UNKN 34,109 33,973 0,192 890,169 969,188 111,750 0,082
FALSE PR1 UNKN 33,837 33,973 0,192 1.048,206 969,188 111,750 0,082
FALSE ABp3  UNKN 40,102 40,261 0,448 24,104 22,411 5,609 0,082
FALSE ABp3  UNKN 40,767 40,261 0,448 16,151 22,411 5,609 0,082
FALSE ABp3  UNKN 39,915 40,261 0,448 26,979 22,411 5,609 0,082
FALSE LBp2  UNKN 30,266 30,784 0,486 9.005,429 6.783,906 2.026,151 0,082
FALSE LBp2  UNKN 31,231 30,784 0,486 5.037,601 6.783,906 2.026,151 0,082
FALSE LBp2  UNKN 30,857 30,784 0,486 6.308,690 6.783,906 2.026,151 0,082
FALSE Std1 STAN 27,031 27,291 0,376 23.200,000 0,082
FALSE Std1 STAN 27,722 27,291 0,376 23.200,000 0,082
FALSE Std1 STAN 27,119 27,291 0,376 23.200,000 0,082
FALSE ABp4  UNKN 43,450 43,551 0,142 3,209 3,027 0,259 0,082
FALSE ABp4  UNKN 43,651 43,551 0,142 2,844 3,027 0,259 0,082
FALSE LBp3  UNKN 34,099 34,252 0,147 895,182 818,578 72,945 0,082
FALSE LBp3  UNKN 34,264 34,252 0,147 810,605 818,578 72,945 0,082
FALSE LBp3  UNKN 34,393 34,252 0,147 749,948 818,578 72,945 0,082
FALSE RR UNKN Undetermined 0,082
FALSE RR UNKN Undetermined 0,082
FALSE RR UNKN Undetermined 0,082
FALSE Std2 STAN 31,221 31,451 0,199 4.640,000 0,082
FALSE Std2 STAN 31,565 31,451 0,199 4.640,000 0,082
FALSE Std2 STAN 31,566 31,451 0,199 4.640,000 0,082
FALSE BBp3  UNKN Undetermined 0,082
FALSE BBp3  UNKN Undetermined 0,082
FALSE BBp3  UNKN Undetermined 0,082
FALSE HBp4  UNKN 39,766 39,913 0,137 29,502 27,078 2,258 0,082
FALSE HBp4  UNKN 39,932 39,913 0,137 26,696 27,078 2,258 0,082
FALSE HBp4  UNKN 40,039 39,913 0,137 25,036 27,078 2,258 0,082
FALSE Std3 STAN 33,713 33,727 0,089 928,000 0,082
FALSE Std3 STAN 33,646 33,727 0,089 928,000 0,082
FALSE Std3 STAN 33,821 33,727 0,089 928,000 0,082

»se nadaljuje«
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Omit Sample  Task CT Ct CtSD  Quantity Quantity Quantity Ct
Name Mean Mean SD Threshold

FALSE B Bp4 UNKN Undetermined 0,082
FALSE B Bp4 UNKN Undetermined 0,082
FALSE B Bp4 UNKN Undetermined 0,082
FALSE IR1 UNKN 44,422 44,383 0,055 1,787 1,830 0,061 0,082
FALSE IR1 UNKN 44,344 44,383 0,055 1,873 1,830 0,061 0,082
FALSE LR1 UNKN 32,810 32,884 0,078 1.946,299 1.862,381 87,555 0,082
FALSE LR1 UNKN 32,966 32,884 0,078 1.771,593  1.862,381 87,555 0,082
FALSE LR1 UNKN 32,877 32,884 0,078 1.869,252 1.862,381 87,555 0,082
FALSE R Bp2 UNKN Undetermined 0,082
FALSE R Bp2 UNKN Undetermined 0,082
FALSE R Bp2 UNKN Undetermined 0,082
FALSE Std4 STAN 37,175 37,086 0,078 185,600 0,082
FALSE Std4 STAN 37,056 37,086 0,078 185,600 0,082
FALSE Std4 STAN 37,027 37,086 0,078 185,600 0,082
FALSE B Bp5 UNKN Undetermined 0,082
FALSE B Bp5 UNKN Undetermined 0,082
FALSE B Bp5 UNKN Undetermined 0,082
FALSE M R1 UNKN 35,484 35,516 0,067 388,777 381,581 15,152 0,082
FALSE MR1 UNKN 35,593 35,516 0,067 364,172 381,581 15,152 0,082
FALSE M R1 UNKN 35,472 35,516 0,067 391,794 381,581 15,152 0,082
FALSE Std5 STAN 39,256 39,167 0,126 37,120 0,082
FALSE Std5 STAN 39,079 39,167 0,126 37,120 0,082
FALSE C Bpl UNKN 39,301 39,622 0,280 39,037 32,502 5,701 0,082
FALSE C Bpl UNKN 39,743 39,622 0,280 29,926 32,502 5,701 0,082
FALSE C Bpl UNKN 39,821 39,622 0,280 28,544 32,502 5,701 0,082
FALSE 1 Bpl UNKN 44,760 44,494 0,376 1,458 1,734 0,390 0,082
FALSE I Bpl UNKN 44,228 44,494 0,376 2,009 1,734 0,390 0,082
FALSE M Bpl UNKN 33,097 33,161 0,178 1.637,418 1.580,777 164,845 0,082
FALSE M Bpl UNKN 33,025 33,161 0,178 1.709,835 1.580,777 164,845 0,082
FALSE M Bpl UNKN 33,363 33,161 0,178 1.395,079  1.580,777 164,845 0,082
FALSE C Bp2 UNKN 40,705 41,090 0,338 16,766 13,487 2,868 0,082
FALSE C Bp2 UNKN 41,339 41,090 0,338 11,442 13,487 2,868 0,082
FALSE C Bp2 UNKN 41,226 41,090 0,338 12,252 13,487 2,868 0,082
FALSE M Bp2 UNKN 30,781 30,849 0,078 6.603,928  6.341,553 296,448 0,082
FALSE M Bp2 UNKN 30,935 30,849 0,078 6.019,968  6.341,553 296,448 0,082
FALSE M Bp2 UNKN 30,833 30,849 0,078 6.400,764  6.341,553 296,448 0,082
FALSE SR UNKN 35,656 35,247 0,368 350,629 455,704 95,868 0,082
FALSE SR UNKN 35,141 35,247 0,368 478,070 455,704 95,868 0,082
FALSE SR UNKN 34,944 35,247 0,368 538,412 455,704 95,868 0,082
FALSE NTC Undetermined 0,082
FALSE NTC Undetermined 0,082
FALSE NTC Undetermined 0,082
FALSE CR2 UNKN 40,251 39,839 0,401 22,031 28,793 6,831 0,082
FALSE CR2 UNKN 39,450 39,839 0,401 35,691 28,793 6,831 0,082
FALSE CR2 UNKN 39,815 39,839 0,401 28,659 28,793 6,831 0,082
FALSE D Bp UNKN 43,865 44,063 0,254 2,500 2,236 0,329 0,082
FALSE D Bp UNKN 43,975 44,063 0,254 2,340 2,236 0,329 0,082
FALSE D Bp UNKN 44,350 44,063 0,254 1,867 2,236 0,329 0,082
FALSE JR2 UNKN Undetermined 49,942 0,082
FALSE JR2 UNKN Undetermined 49,942 0,082
FALSE JR2 UNKN 49,942 49,942 0,064 0,064 0,082
FALSE N R2 UNKN 41,205 40,896 0,296 12,406 15,101 2,645 0,082
FALSE N R2 UNKN 40,616 40,896 0,296 17,692 15,101 2,645 0,082
FALSE N R2 UNKN 40,867 40,896 0,296 15,207 15,101 2,645 0,082
FALSE S Bp2 UNKN 45,230 45,218 0,017 1,099 1,107 0,011 0,082
FALSE S Bp2 UNKN 45,206 45,218 0,017 1,115 1,107 0,011 0,082
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Omit Sample  Task CT Ct CtSD Quantity Quantity Quantity Ct
Name Mean Mean SD Threshold

FALSE DR1 UNKN 44,385 44,232 0,239 1,828 2,018 0,301 0,082
FALSE DR1 UNKN 43,957 44,232 0,239 2,365 2,018 0,301 0,082
FALSE DR1 UNKN 44,355 44,232 0,239 1,861 2,018 0,301 0,082
FALSE JBpl UNKN 41,650 41,766 0,350 9,488 8,979 1,795 0,082
FALSE JBpl UNKN 41,488 41,766 0,350 10,464 8,979 1,795 0,082
FALSE JBpl UNKN 42,159 41,766 0,350 6,984 8,979 1,795 0,082
FALSE N Bpl UNKN 39,193 39,084 0,145 41,671 44,603 3,978 0,082
FALSE NBpl  UNKN 38,919 39,084 0,145 49,131 44,603 3,978 0,082
FALSE NBpl  UNKN 39,141 39,084 0,145 43,006 44,603 3,978 0,082
FALSE D R4 UNKN 44,276 44,437 0,228 1,952 1,780 0,243 0,082
FALSE D R4 UNKN 44,598 44,437 0,228 1,607 1,780 0,243 0,082
FALSE JBp3 UNKN 39,006 38,793 0,185 46,639 53,247 5,727 0,082
FALSE JBp3 UNKN 38,692 38,793 0,185 56,348 53,247 5,727 0,082
FALSE JBp3 UNKN 38,680 38,793 0,185 56,754 53,247 5,727 0,082
FALSE NBp2  UNKN 38,409 38,226 0,173 66,811 74,857 7,686 0,082
FALSE NBp2  UNKN 38,203 38,226 0,173 75,635 74,857 7,686 0,082
FALSE NBp2  UNKN 38,066 38,226 0,173 82,124 74,857 7,686 0,082
FALSE J Bp4 UNKN 39,528 39,665 0,150 34,051 31,438 2,802 0,082
FALSE J Bp4 UNKN 39,643 39,665 0,150 31,784 31,438 2,802 0,082
FALSE J Bp4 UNKN 39,825 39,665 0,150 28,479 31,438 2,802 0,082
FALSE OR2 UNKN  Undetermined 0,082
FALSE OR2 UNKN  Undetermined 0,082
FALSE OR2 UNKN  Undetermined 0,082
FALSE KBpl  UNKN Undetermined 49,594 0,082
FALSE KBpl  UNKN Undetermined 49,594 0,082
FALSE KBpl  UNKN 49,594 49,594 0,079 0,079 0,082
FALSE OBpl UNKN  Undetermined 0,082
FALSE OBpl  UNKN  Undetermined 0,082
FALSE OBpl UNKN  Undetermined 0,082
FALSE GR1 UNKN 40,701 40,709 0,012 16,810 16,723 0,123 0,082
FALSE GR1 UNKN 40,718 40,709 0,012 16,636 16,723 0,123 0,082
FALSE OBp2  UNKN Undetermined 0,082
FALSE O Bp2 UNKN  Undetermined 0,082
FALSE OBp2  UNKN Undetermined 0,082




Sket R. Molekularno odkrivanje bakterije Fusobacterium nucleatum v biopsijskih vzorcih pacientov s kolorektalnim rakom.
Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Studij mikrobiologije, 2014

Priloga V: Izracuni programa SPSS za Wilcoxon test s katerim smo ugotavljali statisti¢no
znadilno poveCanje oziroma zmanj$anje Stevila fuzobakterijskih tar¢ v vzorcih tumorsko

spremenjene sluznice, glede na nespremenjeno sluznico debelega ¢revesa.

Priloga VV1: Izpis Wilcoxon testa za vse vzorce skupaj.

Wilcoxon Signed Ranks Test

Comparison N Mean Rank Sum of Ranks
All samples Negative Ranks 32 5,67 17,00
Positive Ranks gp 6,78 61,00
Ties 0°
Total 12

(a) cancer < healthy (b) cancer > healthy (c) cancer = healthy

Test Statistics?

Vsi vzorci
V4 -1,726°
Asymp. Sig. (2-tailed) ,084

a. Wilcoxon Signed Ranks Test

b. Based on negative ranks.

Priloga V2: Izpis Wilcoxon testa posebej pri vzorcih z diagnozo adenoma in posebej pri

vzorcih z diagnozo adenokarcinoma.

Wilcoxon Signed Ranks Test

Comparison N Mean Rank Sum of Ranks
Negative Ranks 12 1,00 1,00
|Adenokarcinom Positive Ranks 3b 3,00 9,00
Ties 0°
Total 4
Negative Ranks 28 5,00 10,00
Adenom Positive Ranks 6P 4,33 26,00
Ties 0
Total 8

(a) cancer < healthy (b) cancer > healthy (c) cancer = healthy

Test Statistics®

Status

cancer - healthy

z
Asymp. Sig. (2-tailed)

Adenokarcinom

Adenom
Asymp. Sig. (2-tailed)

-1,461°
144
-1,1200

,263

a. Wilcoxon Signed Ranks Test

b. Based on negative ranks.
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Priloga W: Izracuni programa SPSS za Mann-Whitney test s katerim smo ugotavljali
statisticno znacilne razlike med odstotki podobnosti DGGE profilov pomnozkov mikrobnih
genov za 16S rRNK.

Priloga W1: Izpis Mann-Whitney testa pri primerjanju podobnosti med profili vzorcev
nespremenjene sluznice, ki so bili odvzeti iz istega predela prebavnega trakta, s podobnostjo
med profili vzorcev nespremenjene sluznice, ki so bili odvzeti vzdolz prebavnega trakta.

Ranks
VARO00005 N Mean Rank Sum of Ranks
Comparison A 19 22,47 427,00
B 19 16,53 314,00
Total 38

A =% podobnosti med profili vzorcev nespremenjene sluznice, ki so bili odvzeti iz istega predela prebavnega trakta

B = % podobnosti med profili vzorcev nespremenjene sluznice, ki so bili vzdolz prebavnega trakta

Test Statistics?

Comparison A:B
|[Mann-Whitney U 124,000
\Wilcoxon W 314,000
z -1,653
Asymp. Sig. (2-tailed) ,098
[Exact Sig. [2*(1-tailed Sig.)] ,103°

a. Grouping Variable: VAR00005
b. Not corrected for ties.

Priloga W2: lIzpis Mann-Whitney testa pri primerjanju podobnosti med profili vzorcev
nespremenjene sluznice, s podobnostjo med profili vzorcev nespremenjene in tumorsko
spremenjene sluznice.

Ranks
VAR00005 N Mean Rank Sum of Ranks
Comparison A 33 46,67 1540,00
C 33 20,33 671,00
Total 66

A = % podobnosti med profili vzorcev nespremenjene sluznice, ki so bili odvzeti iz istega predela prebavnega trakta
C = % podobnosti med profili vzorcev nespremenjene sluznice, ki so bili odvzeti iz istega predela prebavnega trakta in tumorsko spremenjene
sluznice

Test Statistics®

Comparison A:C
[Mann-Whitney U 110,000
\Wilcoxon W 671,000
z -5,577
Asymp. Sig. (2-tailed) ,000

a. Grouping Variable: VAR0O0005



