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OZET

Ust Gastrointestinal Sistem (Gis) Karsinomali Ve Kronik Gastritli Hasta Gastrik
Biyopsi Orneklerinden Hazirlamis Parafin Blok Orneklerinde H.Pylori Prevalansi
ile H.Pylori Cagpai Ve Vaca Genotiplerinin Histopatolojik Tani ile
Korelasyonunun Belirlenmesi

H. pylori Gram negatif, spiral seklinde, mikroaerofil bir bakteri olup diinya
ndfusunun yansindan fazlasinin midesinde kolonize olan bir patojendir. Gastrit,
gastrik Ulser, duodenal dlser, midede adenokarsinoma, mukoza ile iliskili lenfoid
doku lenfomasi (MALT lenfoma) gibi gastritle iliskili hastahklarin en 6nemli
nedenidir. Diinya Saghk Orgiitii (WHO) 1994 yihinda Helicobacter pylori’ yi birinci
grup gastrik kanserojen olarak ilan etmistir. H. pylori’ nin neden oldugu kronik
gastritin prekansertz bir patolojisi oldugu bilinmektedir. Kanser olusumunda
Helicobacter pylori’ye ait baz1 6zelliklerin rolii Uzerinde 6nemle durulmaktadir.
Cag Patojenite Island (cagPAl) ve vakuolasyon cytotoxinA (vacA) gibi virtlans
genleri, enfeksiyona neden olan susun patojenik potansiyeli Uzerinde modifiye
edici etkiye sahip olabilir.

Bu cahsmada, iran ve Turkiye' deki aktif kronik gastrit ve mide
adenokarsinomu ile iliskili H. pylori’ nin virulans faktorleriyle iliskili genlerin
arastinnlmas1 amaclanmistir. Cahsmamzda, daha 6nceki baz1 cahsmalarda baz
alinan bazi1 cagPAIl komponentleri ve vacA gen alt tipleri Uzerinde duruldu.
Amacimiza ulasmak icin, Iran ve Turk hastalardan Formalinle fikse edilmis
Parafin Gomulu (FFPD) dokular elde edildi. Suslardaki cagA, cagE cagT, cagG,
cagM, vacA sla, vacA s2, vacA ml ve vacA m2 genlerinin prevalansi, polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ve spesifik primerler kullamlarak c¢ahsildi. 320 hastanin
%28.43’ (inde H. pylori tespit edilmistir. iran ve Tirk hastalarinda vacAsla,
vacAmz2 ve cagA genlerinin ortalama prevalansi, % 82,41, % 71,42 ve %69,23
oraninda baskin oldugu gorulmusttr.

Sonug olarak, Tiirk ve Iran hastalarinda incelenen genlerin aym oldugu ve
H. pylori enfeksiyonu disinda konagin genetik yapisi ve beslenme gibi faktorlerin
de gastrik kanser olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Ancak kanserle cagA
genin iliskisi hasta sayis1 artirihirsa, daha anlamh olacaktir.

Anahtar Sozcikler: Adenokarsinom, cag PAI, H.pylori. Kronik gastrit, vacA
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ABSTRACT

Determination Of H. Pylori Prevalence And Correlation Between Histopathologic
Diagnosis And H. Pylori cagPAI And vacA Genotypes In Paraffin Embedded
Biopsy Samples Prepared From Patients With Upper Gastrointestinal (Gl)
Carcinoma And Chronic Gastritis

H. pylori is a Gram-negative, spiral shaped microaerophile pathogen which
is colonized in more than half of the world population’s stomach. It is a major
cause of gastritis associated disease like gastritis, gastric ulcer, duodenal ulcer,
gastric adenocarcinoma, mucosa associated lymphoid tissue lymphoma (MALT
lymphoma). Helicobacter pylori is a gastric pathogen that colonizes majority of the
world's population. World Health Organization classified Helicobacter pylori as a
first class carcinogen in 1994. Genetic diversity within the virulence genes of
bacteria such as Cytotoxin associated gene Pathogenicity Island (cagPAIl) and
vacuolating cytotoxinA (vacA) may have a modifying effect on the pathogenic
potential of the infecting strain.

This study aimed to investigate which genes can be suggested as potentially
related virulence factors for H. pylori associated active chronic gastritis and
stomach Adenocarcinoma in Iran and Turkey. We focused on some cag (PAI)
components and vacA gene subtypes based on correlations shown in some previous
studies. In order to achieve our goal, Formalin Fixed Paraffin Embedded (FFPE)
tissues obtained from Iranian and Turkish patients. The prevalence of the cagA,
cagE, cagT, cagG, cagM, vacA sla, vacA s2, vacA ml and vacA m2 genes were
studied in these strains by using the polymerase chain reaction (PCR) method and
specific primers.

From all of 320 patients, H. pylori was detected in 28.43% of patients. We
found that vacAsla, vacAm2 and cagA genes with mean prevalence of 82.41%,
71.42% and 69.23% were dominant in Iranian and Turkish patients. In conclusion
in Turkish and Iranian population the genes that were studied, was homogeneous
and there is no significant differences in bacterial genetic and with the exception of
H. pylori infection other factors such as host genetics and nourishment play an
important role in the formation of gastric cancer. But it is possible that if statistical
population increases, the cagA gene association with cancer will be meaningful.

Key Words: cag PAI, H.pylori, vacA, Adenocarcinoma, Chronic Gastritis
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1. GIRIS

Helicobacter pylori (H.pylori), dinya nufusunun yarisindan fazlasini enfekte
eden, insanlarda mide de non-ulser dispepsiden gastrik adenokarsinomalara kadar genis
bir spektrumda patolojik tablo olusturmak U(zere inflamatuvar cevabi provoke
edebilecek guclu virulans faktorlerine sahip bakteriyel bir patojendir. H.pylori’ nin
gastrik mukozaya kolonizasyonu ve patogenezinde 6zellikle hicrede sitotoksik etkiden
sorumlu genlerin kodlandig1 cag-patojenite adasi (cagPAl), yine gastrik hiicrede
Ozellikle niikleusa yakin boélgelerde vakuoller olusturarak hiicreyi apopitoza yonlendiren
vakuolizasyon toksini (vacA) ve eritrosit yuzey antijenlerine baglanmada etkili olan kan
grubu adezyon proteinleri (babA) gibi dezyondan sorumlu bir dizi proteinden olusan
virulans faktorlerinin rol oynadigi ileri strilmuistir. Patofizyolojik olaylarda
kolonizasyon ile aktive olan immiunsistem hicreleri ve sekrete ettikleri sitokinler de
oldukca 6nemli rol oynamaktadir. Farkli cografi bolgelerde yasayan hastalardan izole
edilen farkli genotiplerle olusan enfeksiyonlarin yol actigi gastrik-patolojilerin siddeti
ve prognozu da farkliliklar gosterebilmektedir. Bu baglamda son yirmi yildir H. pylori
ile mide kanseri arasindaki iliski yogun olarak tartisitilmis, neden asemptomatik
tasiyicilik? neden gastrik adenokarsinoma?sorularina konak ve bakteriye ait virulans
faktorlerinin ~ polimorfizmleri irdelenerek cevap aranmaya calisilmistir.  Bu
calismalarda Gilineydogu Asya Ulkelerinde Ozellikle gastrik adenokarsinomal: Japon
hastalarda gastrik kanserle iliskilendirilen bazi genotiplerin bat1 toplumlarindaki
asemptomatik tasiyiciligr tartismalari ve bu sorulara cevap arayan calismalar
yogunlastirmistir’.

H. pylori eradikasyonunun, premalign lezyonlar: olmayan enfekte kisilerde mide
kanseri riskini 6nemli derecede azalttig1 gosterilmistir. Randomize prospektif ¢alismalar
ile de bazi1 H. pylori genotiplerinin gastrik kanserin erken asamalarinda tetikleyici
etkiye sahip oldugu, eradikasyonun premalign lezyonlar1 6nemli derecede azaltigi,
ispatlanmustir®. Kobaylar ile yapilan deneysel calismalarda; H. pylori eradikasyonunun
mide kanserinin ilerlemesini yavaslattigi gosterilmistir® . Buttn bu cahsmalar birlikte
degerlendirildiginde; mide kanseri gelisiminde H. pylori’nin kesin bir roli oldugu ve

anti-H. pylori tedavisinin mide kanseri 6nlemede etkili olacag: iddia edilmistir.



Bizim calismamizin amac, iran ve Tirkiye' de ki histopatolojik yontemler ile
aktif kronik gastrit ve gastrik adenokarsinomu tanisi almis hastalarin gastrik biyopsi
orneklerinde molekiler yontemler ile tespit edilen H. pylori suslarinin bilinen dnemli
virulans genlerindeki polimorfizmler ile histopatolojik bulgular arasindaki iliskinin
gosterilmesi ve bolgesel farkliliklarin genotipler ve histopatolojik degisiklikler
Uzerindeki potansiyel rollni tespit edilmesidir. Calisma sonunda; H. pylori suslar
arasindaki genetik varyasyonlar ve mide kanseri riski arasindaki iliski ile kanser

gelisimine katki saglayan H. pylori genleri sorgulanacaktir.



2. GENEL BiLGILER

Marshall B ve Warren R ’in 1982 yilinda H. pylori’ yi Glserli mide doku biyopsi
orneklerinde goOstermesi, gastroenteroloji alaninda 20. yy’ dan 21. yy’ a aktarilan
gercek bir devrimin baslangici olmustur. Mide dokularindan spiral bakterilerin
varliginin 1870 yilindan beri bilinmesine ragmen, bu bakterilerin izole edilememis
olmalar1 sebebi ile tibbi 6nemleri anlasilamamis, buna karsilik gastroduodenal
patolojiler ile stres ve beslenme bozuklugu gibi ekzotik sebepler suglanmigstir. Warrren
R. (1979) inflame mide biyopsi Orneklerinden hazirlanan boyali preparatlarda
kampilobakter benzeri mikroorganizmalari gérmis daha sonra calisma arkadasi
Marshall B (1982) ile bu bakteriyi gastrik biyopsi materyallerinden izole etmistir.
Ancak, gastroduodenal patoloji ile bu mikroorganizmalar arasindaki muhtemel etyolojik
iliskiyi ciddi tartismalara yol acabilecegi dislncesi ile aciklamaktan c¢ekinmisler,
bulgularindan emin olmak i¢in Koch postilatini gerceklestirmeye karar vermislerdir. Bu
amacla Marshall B. (1983) ulserli hastalarin gastrik biyopsi 6rneklerinden izole ettikleri
bu bakterileri oral yolla kendisine inokiile ederek, gastrit tablosunun gelismesini
beklemis, mide eksimesi ile baslayan yakinmalardan sonra endoskopi ile midesinden
aldig1 biyopsi 6Orneginde ayni mikroorganizmalar: g0stererek potansiyel iliskiyi
ispatlamis ve bu bulgudan sonra kesiflerini bilim dlnyas: ile paylasmislardir. Marshall
B. ve Warren R.” e bu buluslarindan dolay: 2005 yilinda, Fizyoloji veya Tip alaninda
Nobel Odiilii verilmistir.

Baslangicta Campylobacter pyloridis olarak adlandirilan ve daha sonra
Campylobacter pylori olarak isimlendirilen bu bakteriler 16S rRNA yapilarindaki
farklhiliklar sebebi ile kampilobakter genusundan cikartilarak Helicobacter genusu
icerisinde, Helicobacter pylori tlr olarak yeniden adlandirilmislardir. H. pylori’ nin
kesifinden sonra, tan: testlerinde saglanan gelismeler parallel olarak kisa stirede ¢ok
sayida ¢alisma yapilmis, bu mikroorganizmalarin Gst gis patolojilerindeki etyolojik roli
batin yonleri ile arastirilmaya baslanmistir. Etkene yonelik antibiyotiklerin de
kullanildig1 Glser tedavi protokolleri ile gastroduodenal patolojilerin prognozu hasta
lehine duzeltilebilmistir. Uluslararars: Kanser Arastirmlar: alt grubu H. pylori gastrik
adenokarsinoma iliskisini gosteren calismalara dayanarak bu mikroorganizmay: 1994
yilinda Tip I karsinojen olarak tanimlamistur.



Diger taraftan H. pylori ve histopatolojik bulgularin gorilmesi, ilgiyi H. pylori
virllans faktorleri, virtilans: kodlayan genler ve bu genlerdeki muhtemel polimorfizmin
prognoza olan etkisi tzerine ¢cekmistir. Antibiyoterapinin beklenen bir sonucu olarak H.
pylori suslari arasinda hizla yayilan antibiyotik direnci, tedavi basarisizliklar: ile
sonlanmis, virtlans faktorleri polimorfizmine yonelen gen bazli galismalar direng
mekanizmalar: ve hizli direng tamisinda alternatif yaratilmas: tUzerine de yogunlasmaya
baslamistir. Glnlimuzde H. pylori enfeksiyonlarinin tedavi basarisi, direng gelisimi
sebebi ile, % 40-50° lere kadar gerilemistir. H.pylori’ ye kars: koruyucu immuniteyi
saglayabilecek potent bir asi heniiz gelistirilememistir. H. pylori enfeksiyonlari
gelismislige parallel olarak kiresel anlamda giderek azaliyor olsa da, gelismekte olan
ulkelerdeki insidans ve prevalans oranlar: hala ¢ok yuksektir. Enfeksiyonlarin ¢ogunun
genellikle asemptomatik olmasina ragmen, her yil asemptomatiklerin % 5’ in de aktif
semptomlar gelismekte semptomatik kisilerden de % 1-2’sinde MALT lenfoma ve
gastrik adenokanserler gelisebilmektedir. Bu sebeple, enfeksiyonlarin tedavisi, proflaksi
calismalari, daha rasyonel tan1 yontemlerinin gelistirilmesi, epidemiyolojik 6zellikler ve
patogenez hakkinda yapilacak yeni calismalara ihtiyag devam etmektedir ve hala
cevaplanmas: gereken pek c¢ok soru ile optimize edilmesi gereken tani ve tedavi
protokolleri vardir5.

2.1. Helicobacter pylori

H. pylori 1982 yilinda bir mide biyopsisinden kdltirt yapildigindan itibaren
yogun arastirma konusu olmustur. Gram negatif olan bu bakteriler farmakologlar,
patologlar, epidemiyologlar, onkologlar, gastroenterolog, infeksiyoz hastalik uzmanlar:
ve bakteriyologlarin ilgisini ¢ekmis ve bircok arastirmaya konu olmustur. H. pylori
veya bir baska bakterinin gastroduodenal patolojiler ile iliskili olabilecegi ve bu
bakterinin yol actig1 patolojik degisimlerin zaman igerisinde gastrik adenokarsinomalara
onculik edebilecegi ihtimali kabdillenilmesi zor bir ihtimaldi. Ancak Marshall B
meslektaslarini ve halki ikna etmek igin, gastritli hastadan izole ettigi H. pylori susu ile
hazirladig: slispansiyonu igcmis ve H. pylori’ nin yutularak ¢ogu mide hastaliklarinin
etiyolojik ajani oldugu fikrini ortaya koymustur". Correa P, H. pylori tarafindan
indiklenen akut gastrik inflamasyonun persiste eden kolonizasyona bagli olarak kronik

inflamasyona, kronik inflamasyona bagli olarak azalan asit sekresyonunun asit sekrete



eden hicrelerde atrofiye, yogun sitokin baskis: ile humoral cevap tarafindan eradike
edilemeyen H. pylori’ ye kars1 immune cevabin To’den Ty e dénerek hiicre yikimina
donusecegi, biyolojik saatin bozulmasi sonucu olusan neoplastik transformasyonun
intestinal tip metaplaziyle sonlanacag: yani gastrik kansere ilerleyebilecegi fikrini 6ne
stirmustiir®.  H. pylori hastalarin cogunda gastrik mukozanin kronik inflamasyonuna
sebep olur. Gastik kanser vakalarinda survey bes yildan az oldugu icin, bu hastalarda
erken teshis ve bagli olarak tedaviye erken baslanmas: 6nemli olup her tirlt prediktiv

bulgu hastaligin prognozu igin 6nemlidir.

2.1.1. H. pylori mikrobiyolojisi

H. pylori 0.5 um capinda yaklasik 3um uzunlugunda S harfi, spiral veya heliks
seklinde gram negatif bir bakteridir. Mikroaerofilik, kapnofilik, olan bu mikroor-
ganizmalar ancak dusiik oksijen konsantrasyonuna sahip atmosferde yasayabilirler.
Enerji temininde alternatif olarak, sahip olduklari hidrojenaz enzimi yardim ile,
bagirsak bakterileri tarafindan dretilen hidrojeni de oksitleyerek kullanabilirler®.
Oksidaz, katalaz ve reaz enzimlerine sahiptirler. Sivi ve uygunsuz ortamlarda biyofilm
olusturur ve kiltiirde Gretilemeyen kokoid forma donsebilirler’. Her iki formda H.
pylori’nin gastrik mukozadaki persisten kolonizasyonu igin 6nemlidir. H. pylori bes
major dis membran protein ailesine ait proteinlere sahiptir®. Bu proteinlerden ilki farazi
adezin proteinleri olup gastrik hiicre yuzeyine baglanmadan sorumludur. Diger
membran proteinleri de; porin proteinleri, sideroforlar, flagella proteinleri ve
fonksiyonu bilinmeyen proteinler olarak dort farkli aileye mensup proteinlerdir. Butln
Gram negatif bakterilerin dis membranlarinda oldugu gibi, H. pylori dis membraninda
da, aksessuar protein komponentler disinda, ana omurga fosfolipid ve
lipopolisakaritlerden (LPS) olusur. LPS bakteriye somatic O antijeni 0zelligi kazandirir.
Fukozillenebien bu antijenik polisakkaritler mide epitelinde bulunan Lewis kan grubu
antijenleri ile homolog ozellik gdsterebilir’. Ayrica dis membranda az sayidaki
bakteride de bulunan glikozillenmis kolesterol reziduleri yer alir. H. pylori bir ucta
toplanmus, sayilar1 4 ila 6 arasinda degisen, uclar: topag basini andirir flajellaya sahiptir.
Bu flagellar yap1 gastrik ve enterohepatik helikobakter tlirlerine mide mukusu igerisinde
oldukca hizli hareket yetenegi kazandirir'®. Helikobakterin karakteristik flajellar

filamanlari, FlaA ve FlaB olarak adlandirilan iki kopolimerize flajellinden olusmaktadir.



Sekil 1. A) Helicobacter pylori’ nin neden oldugu kronik atrofik gastrit glandular limendeki gérinima
B) intestinal metaplazi C) Lamina propria’ da infiltre inflamatuar polimorf notrofillerin varhigi™.

2.1.2. Patofizyoloji

2.1.2.1 Asidik mide ortamina adaptasyonu

H. pylori enfeksiyonu gastrik asit sekresyonunun tzerinde dnemli bir etkiye
sahiptir ve mide mukozasina zarar verir. Mide asidi sekrete eden kisim; distal mide veya
korpus, asit sekresyon hiicreleri olmayan ya da az sayida olan; antrum kismina gore
ayrilabilir. H. pylori midenin buttin kompartmanlarinda mukozal yizeye adheze olabilir.
Fakat bu bakterilerin mukozal epitel ve dolayisi ile konak immuncevabi ile etkilesimleri



topografik olarak farklihk gosterebilirt. Antrumdaki doku hasarinin siddeti lezyonun
yerlesimine bakilmaksizin her zaman esit olup, korpus mukozasinda gorilen hasara
gore cok daha siddetlidir. Yiksek seviyelerde asit salgilanmasi hafif korpus
inflamasyonu ve korpustaki distk H. pylori yogunlugu ile iligkilidir. Tipik duodenum
ulserli hastalarda bu iliski korpus paternli ya da predominant antral gastritler olarak
adlandirilmistir. Asit sekresyonunu inhibe eden proton pompa inhibitorleri gibi ilaglarin
kullanilmasi veya alkali diyet gibi sebepler ile azalan asit sekresyonu aslinda H. pylori
ile mukozanin etkilesimine izin verir, korpus inflamasyonunda artis saglar*?. Korpusta
azalan asit sekresyonunun; inflamasyon, interlokin 1 (IL-1) sitokin Gretimi ile ilgili
oldugu dusunulmektedir. H. pylori enfeksiyonunda intragastrik asit pH’ nin 3’ Uin altina
dismesi gibi asit sekresyonun inhibisyon refleksinin azalmasindan dolay: yemeklerden
sonra uzun streli asit sekresyonu ile asit sekresyonunun reversbl anormallikleri vardir™.
Enfeksiyon eradikasyonu, normal inhibitor yollarla ve gastrit modeline bagli olarak asit

salgilanmas: tizerinde baska etkilerle saglanabilir.**

%} H. pYLOR! CROSSING MUCUS LAYER OF STOMACH

H.pyion i

Sekil 2. H. pylori’nin mide epiteline tutunmasi

2.1.2.2. H. pylori’ nin Virulans Faktorleri

H. pylori enfeksiyonu suslarin virulansina baghdir. H. pylori, yanhs eslenen
DNA  segmentlerinden kaynaklanan mutasyonlar, intra-inter ~ genomik
rekombinasyonlar, dogal transformasyonlarla ve sik mutasyonlar ile biyik genetik



cesitlilik gosterir. H. pylori enfeksiyonlarina spiral sekli, ireaz, hareket, lipopolisakarit
ile dis membran adezinleri katki saglar. H. pylori genetik cesitliligi ve uyarilmis
bagisiklik, kronik enfeksiyona katkida bulunur. Virtlans faktorlerinin prevalansi
hastalik, etnik kéken, yas ve tlkeye gore degisir. H. pylori VacA; vakuollesme, por
olusumu, endo-lizozomal aktivitenin bozulmasi, gastrik hicrelerin apoptozu ve
immunmodilasyona neden olur. CagA onkoproteini proto-onkogen aktivasyonu,
interlokin8 (IL-8) salinimi, hiicre prolifersayonu ve apoptosis, kromozomal instabilite,
morfolojiyi ve hicre sinyal yollarin1 degistirir. EPIYA CagA tip D ve C repeatlerinin
artan sayisi, yiksek riskli mide kanseri ve SHP-2 fosfataz aktivitesinin artisiyla
baglantili oldugu distinulmektedir. Dogu Asya’ daki suslarin tamami intakt yani
degismemis CagA protein tasiyan, yiksek virulansl suslardir. cagA ve vacA sl1/il/ml
tipi de dogu Asya'daki yiksek mide kanseri insidansini agiklamaya yardimci olabilir.
Enfeksiyon cagA, cagPAIl ve vacA ile guclu bir iliski oldugu gostermis olsa da, 6zellikle
Bati Ulkelerinde dupA, oipA, iceA, homB, babA, sabA, hopQ enfeksiyonu patogenezinde
icin cok onemli gibi goriinmektedir'® *’. Tipa proteini, HP-NAP, 1s1-sok proteinleri,
LPS ve toll-like reseptorlerle etkilesim enfeksiyonun seyrini etkiler. H. pylori’ nin
virtllans faktorlerinin kompleks ve koordineli etkilesimiyle, degisen ortama adapte
olabilir ve gastrik inflamasyonu artirabilirler. Ayrica virtilans genlerinin mikro evrimi
yilda bir hastada ortaya ¢ikmaktadir. Kisacasi, H. pylori viriilans faktorlerinin dogrudan
etkileri ve kronik gastrik inflamasyon, peptik Ulser ya da kanser gelisimine yol acabilir.
Virlilan suslarin bir Glke ya da bolgede tespiti, hastalarda agresif eradikasyon
stratejilerini ima etmek, lokal tan1 markirlart segmek, yeni ajanlar ve enfeksiyonun
kontrolinde gelistirilmis rejimleri saglamak igin, bazi virulans faktorlerinin klinik

onemini ve aralarindaki etkilesimi aciklamak 6nemlidir'® *°.

2.1.2.2.1. Dis Membran Proteinlerini Kodlayan Genler

H. pylori genomunun yaklasik % 4’ U dis membran proteinlerini (OMP)
kodlayip bu proteinler 5 major aile altinda gruplandirilmistir®®. Helicobacter dis
membran proteinler ailesi BabA (HopS), SabA (HopP), OipA (HopH) ve HopQ
adezinlerini icerir. H. pylori’ nin gastrik mukozaya aderensi, kolonizasyonu ve gastrik
mukozada uzun sureli persiste kalmas: inflamatuar yanitin yogunlugunda énemli roller

oynar®.,



2.1.2.2.1.1. babA

Kan grubu antijenlerini baglayan adezin olarak bilinen babA, 78 kDa
buydkliginde olup babA2 tarafindan kodlanmaktadir. Gastrik epitel yuzeyindeki
glikoprotein yapidaki Lewis antijenlerinin fukozillenmis epitoplarina baglanan H.
pylori’nin en iyi tamimlanmis dis membran proteinidir®> ?°. babA1, babA2 ve babB
olmak (izere t¢ bab alelli tespit edilmesine ragmen ancak babA2 fonksiyonel olarak
aktiftir**. Diinya genelinde H. pylori suslarinin tutunma karakterleri analiz edilmis ve
babA H. pylori’ nin konaga adaptasyonu ve kalici persiste kolonizasyonu sagladig: 6ne
strtilmustir®. Bazi arastirmacilar babA2’ nin duodenal tlser ve adenokanser riskinin
arttirdigini ve cagA ve vacA sl allelleri ile birlikte daha ciddi hastaliklara yol
acabildigini bildirilmislerdir®® 2’. babA lewis antijenlerine baglanarak konak
hicresindeki cift iplikli DNA’ da kirilmalara neden olur ve kanserle iliskili gen
mutasyonunu tesvik edebilir®®. babA’ nin aderensi ayrica konak hiicrelerle baglantili tip
IV sekresyon sistemini artirarak giiclii inflamatuvar cevabin olusmasina izin verir®. Bu
yuzden babA sadece mide yizeyine tutunmada 6nemli degil ayn1 zamanda bakteriyel
sekresyon sistemleriyle konak hicresine tutunarak hicre sitozoliine bakteriyel

faktorlerini de enjekte edebilir.

2.2.2.1.2. sabA

sabA, hopP veya OMP17 sialik asit baglayan adhezinler, 70 KDa buyukligiinde
olup inflame gastrik dokulardan ekspre edilir ve sialil-Lewis antijenlerine baglanan, H.
pylori’ nin en iyi tammlanan ikinci adhezinidir®®. H. pylori’ nin sabA ligandinin
ekspresyonu duzenleyen sialil-dimerik-Lex, gastrik hucrelerde Lewis antijenlerinin
biyosentezinde yer alan glikosiltransferazin B3GIcNAc T5 (B3GnT5) indiklenmesiyle
saglanir, boylece basarili kolonizasyonu ulasmak icin epitele tutunma gtclendirilir®.
sabA ekspresyonu transkripsiyonel seviyede bazi mekanizmalarla regule edilebilir.
Aslinda sabA regilasyonu 5° kodlama bdlgesinde tekrarlanan CT dindkleotidlerinin,
iplik kaymas: tamir mekanizmasi yoluyla olmaktadir ve sabA promoter bolge degisken
homopolimerik timidin yolu vasitasiyla transkripsiyonel aktivite gosterir®®. sabA
ekspresyonun artmasi veya azalmasi, midedeki degisikliklere baglidir*®. sabA pozitif
durumu, mide asit salgilamas: yetenegi ile iliskilidir. sabA ekspresyonu, atrofik

mukozada eksprese edilen antijenler veya asit sekresyonunda ki  degisiklikler



tarafindan regiile edilebilir®™ *

. sabA pozitif durum intestinal metaplazi, gastrik atrofi
ve mide kanseri gelisimi ile iligkilidir®®. H. pylori gastiriti indiikledikten sonra gastrik
mukoza icerisine monosit ve notrofil infiltrasyonu olur. Opsonize olmayan sabA H.
pylori suslari siyalize karbonhidrat ile notrofile baglanir ve uyarilan notrofil reaktif

oksijen ureterek gastrik epitelin oksidatif hasarina yol acar®> .

2.2.2.1.3. 0ipA
Dis membran proteinlerden biri olan OipA 34 kDa bilyukliginde olup 2000
yilinda tanimlanmistir. H. pylori kromozomunda cag-PAI’ den yaklasik 100 kbp yer

alip adezyonda gorev alir®” 38 ad 39

. OipA regiilasyonu 5’ kodlama bolgesinde
tekrarlanan CT dinukleotidlerinin artis1 olarak bilinen yanlis ciftlenen ipler yoluyla
olmaktadir (switch “on” fonksiyonel OipA; switch “off” nonfonksiyonel OipA) .
Fonksiyonel OipA cag PAI, vacA, iceA ve babA gibi virllans faktorleriyle de iliskili
bulunmustur®. Fonksiyonel OipA yiiksek interlokin 8 seviyesi ve nétrofil infiltrasyonu,
H. pylori yogunlugu, diiedonal tlser ve gastrik kanser gibi bircok ciddi gastrik
hastaliklarla 6nemli derecede iliskilidir*’. Arastirmacilar OipA’ nin cagPAl ile etkiserek
coklu sinyallerin fosfoforilasyonuyla aktin dinamigni etkiledigini ve infamasyonu

tetikledigini gdstermislerdir*® .

Gasrtik  karsinogenesis ile iliskili H. pylori-
inflamatuvar sinyali, fosfoinozit-3 kinaz/Aktin sinyal yollarin: aktive eder*’. OipA PI3K
/ Akt yoluyla, IL-8 salgilanmasini regiile eder ve bu regilasyon faktor O 1/3a
transkripsiyonun inaktivasyonuna baghdir®. oipA’ nin inaktivasyonu Afrika ve Asya'da
bulunan bir fare tiriinde kanser insidansinin azaldig: ve ayrica invitroda nikleer -
catenin seviyesinin azaldigi ve bu dis membran proteinin H. pylori virilansinda énemli

oldugu sonucuna variimistir®.

2.2.2.1.4. hopQ
HopQ dis membran proteinlerinden olup HopQ tarafindan kodlanir ve gastrik
epitel hicrelerine tutunarak midede uzun sireli persiste ve kolonizasyonda 6nemli bir

rol oynayabilirler®’: 48 49 ands0
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2.2.2.2. Motilite Genleri

22.2.2.1.fla

H. pylori’ nin hareketliligini saglayan flajella, unipolar kilifli 3-5 adet bulunan,
bazal vucut, kanca ve filament olmak Uzere 3 yapisal Ogelerden olusmaktadir®® °'.
Major FlaA ve minor FlaB iki flajellinden olusan yapinin tabandan donduraldigiinde
filament hareketleri bir pervane seklinde olusur®®. flaA genin mutasyonu in vitroda
hareketin azalmasi, flajelin kesilmesine ve hareket kaybina neden olur>****® Motilite
mikroorganizmanin mukusu gegerek mukozaya ulagmasini sagladigi igin en onemli

virulans faktorleri arasinda sayilir.

2.2.2.2.2.iceA

Son zamanlarda bir diger virulans geni olan, epitel ile temasta induklenen iceA
geni tanimlanmistir. Bazi calismalarda iceA’ nin iceAl ve iceA2 olarak tanimlanan iki
alellelik varyantinin oldugu ileris strilmis, fakat bu varyantlar heniiz tam olarak

aydinlatilmamustir® *’

. iceAl, CTAG-spesifik restriksiyon endonukleaz: kodlayan
Neisseria lactamica “nin nlallIR gen bolgesinde gosterilmistir®. iceA1” in ekspresyonu
H. pylori ve insan epitel hicreleri arasindaki temasla upregule olur ve iceAl genotipi
iceAl genotipi akut antral inflamasyon ve artirilmis mukozal interlokin-8 ekspresyonu
ile baglantihdir®. iceAl varyanti peptik (lserle, iceA2 varyant: ise gastritlerle
iliskilidir®. Mesela Brezilya’da iceAl alleli gastritlerle iligkili bulunmustur®®. Ayrica,
Kiba, Avrupa, Suudi Arabistan ve Tlrkiye'de iceA2 alleli non-peptik Ulser dispepsi
yan1 sira daha viriilan suslar ile iliskili oldugu gérilmiistir®®. Bu nedenle, iceA

gastroduodenal hastaliklar1 olan hastalarda marker olarak kabul edilebilir.

2.2.2.3. Cag Patojenite Adasi

Kommensal bir bakteri yasadigi mikrogevre sartlarina bagli olarak zamanla
patojen bir bakteriye donisebilir. Bakteriyel gelisim sadece strekli bir stre¢ degildir
ayni: zamanda horizantel transfer prosesi ile DNA segmentlerini kazanma yolu ile de
olugabilir? 2 2 ad 81 By, kazanim homolog rekombinasyon ile, buyik plazmidlerin
alinmasi ile, kromozom igine transpozonlar yolu ile gen insersiyonu ile veya bir faj

araciligr ile bilinmeyen bir kaynaktan gelen DNA’ nin insersiyonu yolu ile
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olabilmektedir. Yeni entegre DNA bloklar1 olarak belirlenen bu "adalar”" hiicreye
house-keeping genler disinda fenotipi etkileyen ve genellikle olumsuz bir sarta cevap
olmak (izere, spesifik adezinler veya metabolik enzimler, demir-uptake sistemleri,
konak hiicre gen ekspresyonunu ve hiicre ici sinyal yolaklarini etkileyen effektorler
gibi cesitli fonksiyonlar1 kodlamaktadir. Patojenite adalar1 (PAl) yabanci kaynaklardan
koken alan kodon kullanimi ve siradist GC igerigi ile taninir. PAI’ nin diger Ozellikleri,
instabiliteleri, spesifik bir lokusun entegrasyonu (6rnegin, tRNA genleri) ve komsu
bolgelerde tekrarlanan bolge (direct repeat) varhigidir. H. pylori ile iliskili hastaliklarda
cagPA fonksiyonu 1993' te kesfinden bu yana tartisma konusu olmustur. Farkl: sonuclar
ile klinik calismalarda cag-PAI varligi peptik tlser hastaligi veya gastrik kanseri ile
baglantili olup olmadigin: test etmek icin yapilmistir. Genellikle bu calismalar PCR
bazli cagA amplifikasyonu dayandirilmis, cagA, cagPAl icin bir marker olarak
kullanilmastar. ilging bir sekilde, kronik aktif gastrit, peptik Glser, mukoza ile iliskili
lenfoid doku lenfomasi, cagA iceren gastrik kanser de dahil olmak Uzere ciddi mide
hastaliklar: olan hastalardan alinan biyopsilerde, hastaliklar ile cagA varliginin
dogrudan iliskisi % 90’ dan daha fazla vakada gosterilmistir®®. cagA’ nin konak hiicreye
transferi cagPAI tarafindan kodlanan TiplV sekresyon sistemi yardimi ile olur. cagPAl
cagl ve cagll olmak Gzere iki sub-b6lgeye ayrilir. cagll daha az virulan, cagl ise daha

virulandar® 64 ©°,

cirgll cogl

Illzl v L [w v To e s JelFofMa ~ T~ [+ W - o+ ]

Sekil 3. Helicobacter pylori cag patojenik adanin sematik gérinimda.
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Sekil 4. cag patojenite adanin genetik organizasyonu®

cag bolgesinde 31 open reading bolgesi vardir. Bu bélgelerden biri patojenite
adasinin 3’ bolgesinde olup immiinodominat CagA antijenini kodlar®’. CagA ilk
tanimlanan proteindir ve en virulan olanidir®. CagA’ min molekiler buyiiklugii
degiskendir ve cesitli turlerde tekrarlanan motiflere baghdir. cag PAI, CagA’ nin

yanisira tip 1V sekresyon sistemini de kodlar®®.

2.2.2.3.1 Tip IV Sekresyon Sistemi ve Fonksiyonlan

Son on yil iginde mikrobiyal patogenezinde en heyecan verici arastirma
alanlarindan biri de tip Il sekresyon sistemlerinin (T3SS) kesfi olmustur. Salmonella,
Yersinia, ve Shigella tdrlerinin dahil olmak (zere bircok gram-negatif patojenler,
patojenik E.coli ve bircok bitki patojenleri dogrudan konakg¢i hiicreye bakteriyel
sitoplazmada bakteriyel viriilans proteinleri vermek icin T3SS kullanir®® . Konak
hiicre icerisine virulans proteinlerini transloke edebilen bir diger sistem Tip IV
Sekresyon Sistemidir (T4SS). iki sistemin evrimsel kokeni farkli oldugunu belirtmek
énemlidir. T3SS muhtemelen flajella sisteminden gelismisken®, T4SS konjugatif

aparatlardan koken almistir’ ">

. Flajella hareket organelleri iken konjugasyon
sistemleri bakteriler arasindaki DNA alisverisini saglar. Bununla birlikte, her iki sistem
de aym1 zamanda ortak 6nemli 6zelliklere sahiptir. Her iki sistemin konak¢i hiicrenin
sitoplazmasina i¢ ve dis bakteriyel zarlar yoluyla dogrudan kompleks kanal yapisi
boyunca proteinleri tasidig: disunulmektedir. Ayrica, saperon veya saperon molekilleri
gibi stabilize effektorler kullanirlar ve ATP-hidroliz igin proteini enerji kaynag: olarak

kullanirlar. Efektorler olarak adlandirilan disariya aktarilan bu molekiller, konakgi
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hicrenin cesitli temel sinyal yollarint engeller. Efektorler belirli tirlerdir. Sekresyon
sistemi ve cesitli substratlari T4SS’inden daha farklidir®. T3SS sadece monomerik
proteinleri disa aktarirken, T4SS’ inden birden fazla alt ve nikleoprotein komplekslerini
aktarabilir. Glnimuze kadar, T4SS’ni kodlayan patojen grup bes turde tanimlanmastir:
A. tumefaciens (virB and virD4), B.pertussis (ptl), L. pneumophila (icm/dot), B. suis
(virB), ve H. pylori (cag). Patogenez igin muhtemel éneme sahip tip IV sekresyon
sistemleri R. prowazekii”®, B. henselae, ve A. actinomycetemcomitans turlerinin
genomunda da tespit edilmistir. Vir homologlar1 temel olarak farkli patojenlerin
sekresyon aparatinin yapisal gekirdeginde de yer almaktadir. Sekresyon sistemindeki
Vir homologlarinin lokalizasyonu A.tumefaciens Uzerinde yapilan kapsamli bir
calismada acgiklanmigtir. Bu bilgiler dogrultusunda Vir proteinleri cesitli siniflara
ayrilmistir. Bu proteinlerden  VirD4, VirB4, ve VirB11l homologlar1 bakterinin i¢
membraninda yer alirlar ve ATPaz aktivitesi olan proteinleri kodlarlar. VirD4’(in ayni
zamanda protin-protein etkilesimini sagladigi da distnulmektedir. Transglikozidler
olarak da tanmimlanan VirBl homologlari, bakteri yizeyindeki piluslari bir araya
getirerek murein tabakasinda delikler olusturmasina yol acarlar. VirB9 ile iliskili VirB7
lipoproteinleri sistemin periplazmik alandaki parcasini olusturur. VirD2 saperon
proteini olarak VirD1 ise substratlar: stabilize eden ve baglayan sitoplazmik saperonlar
olarak fonksiyon gordrler. VirB2 pilus subunit olup translokasyon igin substratlari
tanirlar’’. T4SS’ nin Agrobacterium sp. distik bir sicaklikta ve fenolik bilesikler ile
indiksiyondan sonra, bakteriyel yuzey uzerinde olustugu tepit edilmistir®. B. pertussis
T4SS kullanarak 5 farkl: subunit pertussis toksini salgilar’®. Toksin epitel yiizeyindeki
reseptorlere baglanir ve daha sonra yerlesir. VirB2 homolog iceren VirB proteinlerinin
cogu homologlari, son zamanlarda B. suis’ te kesfedilmistir. Yapilan bir ¢alismada in
vitroda insan makrofaji ile injeksiyon modelinde, virB5, virB9, veya virB10
mutantlarinin azaldig: tespit edilmistir. virB bolgesinin B. suis hicre i¢i yasam ve
cogalmast igin gerekli oldugu sonucuna varilmistir. H.pylori’ de VirB ve VirD4’ in
bircok homologu mevcuttur. VirB4 (CagE) ve VirB11 (HP525) substratlar: ve CagA’
nin transportu icin gerekli enerjiyi saglayan ATPaz ihtiva eder. VirD4 (HP 524)’ nin i¢
membrana lokalize ve substrat tanima fonksiyonu oldugu dustnilmektedir. VirB7
(CagT) ve VirB9 (HP528) ise muhtemelen dis membranda bulunur. CagM, VirB7’ yi

14



stabilize eden saperon benzeri fonksiyona sahip bir protein olabilir®®. VirB8 ve VirB10

muhtemelen kanal yapisinin bir pargasidir.

Sekil 5. T4SS3-10 kompleksinin asimetrik karma yapisi®.

2.2.2.3.2. cag Patojenite Adalarinin Fonksiyonu

cag PAI’ nin genetik analiziyle Tip IV sekresyon sisteminin varhig 06ne
suralmistir ve Tip 1V sekresyon sisteminin, muhtemelen H. pylori’ nin viriilansina
katki saglayarak sinyal iletimini indikledigi ve konak hiicreye temasta aracilik ettigi
tahmin edilmektedir. Arastirmacilar H. pylori ile indiklenen iki temel cag aracili konak
hicre sinyal yollarinin arasinda ayrimini arastirmiglar. Bunlardan biri, H. pylori, cagA
proteinin immunodominant antijenler ile indiklenirken digeri de cagA bagimsiz
oldugunu tespit etmislerdir. Dekonvolisyon mikroskopisi, mutasyon analizi ve
biyokimyasal fraksiyon deneyleri konak htcreler icine H. pylori’ nin adherensi ile cagA
translokasyonu  fonksiyonel tip IV  sekresyon sistemine bagli oldugunu
kanitlamiglardir®.

2.2.4.1 cagA

Konak hicre icinde, cagA heniiz tanimlanmamis konak hiicre kinaz tarafindan
bir tirosin rezidisu ile fosforlanir. c-Src ve basit konak hiicre lizatlari, in vitro olarak
cagA tirozin fosforilasyon mimkin olsa da, in vivo kosullarda bu bulgunun 6nemi

belirsiz kalmaktadir®®. Hiicre fraksiyonasyonlari, intraseliiller cagA’ nin  biyiik
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cogunlugu ¢oziinmeyen fraksiyonda bulundugunu, énemli bir kismininda konak hiicre

membranmyla iligkili oldugunu gostermektedir. Bu bulgu, tirosin rezidilerinin

fosforilasyonu sonrasinda cagA konak hiicre icinde ¢céziinmeyen ve belki de membrana
bagli kompleks haline geldigini distndirmektedir. cagA’ nin tirozin fosforilasyonu,

proteinin karboksi terminal degisken ucundaki tirozin fosforilasyon motifinde

gerceklesmektedir. EPI'YA karboksi terminal degisken ucundaki tekrar bolgesi icinde
102 bp ilerisinde yer almaktadir.

d. Mutations for absence of phosphorylated CagA or for
absence or unresponsivenass of intracellular targats
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Sekil 6. cagA aktivasyonu, hiicre ici aktin yogunlasmasi ve cag translokasyonu
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Sekil 7. cagA aktivasyonuna yonelik hiicresel sinyaller

2.2.4.1.1 EPIYA Motifi

Epiya motifi, memeli hiicrelerinde Helicobacter pylori virilans faktorii cagA’
nmin membran bagli sinyal sistemidir. Konak hicresi icerisine transloke olan cagA’ nin
tirozin fosforilasyonu Glu-Pro-lle-Tyr-Ala aminoasit dizilerinin yer aldigi EPIYA
motifinde gerceklesmektedir ve fosforilasyon igin cagA’ min SHP-2’ye baglanmasi
gerekmektedir. cagA’ nin patojenik aktivitesi i¢cin cagA membran baglantist 6nemli bir
unsurdur®®. EPIYA motifleri karboksi terminal degisken ucundaki farkli amino asit
dizilerine gére EPIYA A, B, C ve D olarak tanimlanmaktadir® 8 2% EPIYA-A ve
EPIYA-B motifleri dinya genelinde suslarda yer alirken, EPIYA-C sadece Bati
ulkelerde ki (Avrupa, Kuzey Amerika ve Avustralya) suslarda bulunur. EPIYA-C
bolgelerinin sayisi degisebilir; Bununla birlikte, cogu CagA proteinler tek EPIYA-C
bolgesi (A-B-C tipi) icerir ve EPIYA-A ve EPIYA-B bolgeleri EP1YA-C bolgelrinden
daha az 0lciide fosforile edilir. Bat1 suslarinda cagA EPIY A-C bdlgelerinin sayisinda ki
artis mide kanserine yakalanma riskinde 6nemli bir gosterge oldugu tespit edilmistir.
EPIYA-D motifi Dogu Asya (Japonya, Giiney Kore ve Cin) suslarinda bulunmustur ve
Bati1 cagA (A-B-C tip) bulunan suslara gore gastrik epitel hiicrelerden daha fazla IL-8

sekresyonunu arttirdigi gorulmistar®.,

2.2.4.2 CagM
H. pylori cagM, cagA translokasyonu icin gerekli olup transmembran kanalda
bulunur. cagM cag bolgesinin bir gdstergesi oldugu bildirilmistir®’. Bazi calismalarda,

bu gen tarafindan kodlanan protein, interlokin-8 aracili, indukleyici ajan bir nukleer
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faktor (NF) -kb gibi hareket eden bir yiizey yapist olusturdugu tespit edilmistir®® ®°.

Ayrica 6nemli Olclide mide hicrelerin asit sekresyonunu inhibe eden, gastik H / K
ATPaz ekspresyonunun azalmasina sebep olan H/K ATPaz transkripsiyonunu
baskilamaktadir. cagM ekspresyonu gastrik aside karsi H. pylori’ yi koruyabilir. cagM
ekspresyonu cesitli gastrik hastalik ile iligkilidir. Bazi calismalarda cagM’ nin gastrik
kanser, peptik Ulser ve gastrit ile iliskili olabilecegi gosterilmistir®®. cagM sadece
cagPAIl aparatinin batunligd agisindan degil, ayni zamanda hastaligin siddetini
belirlemek ve H. pylori’ yi mide asidine karst savunmada oldukca onemli bir

proteindir®.

2.2.4.3 cagL
Helicobacter pylori cagL mutasyonu konak hiicre icine cagA’ nin girmesini

saglayan tip IV sekresyon sistemini bloke eder®.

2.2.4.4 CagT

Saperon benzeri H. pylori CagT, bakterinin yuzeyinde bulunur. Genellikle i¢
membranda lokalize olan bu proteinler, cagPAI’ nin 6nemli bir komponentidir ve konak
hicrelere cagA’ nin translokasyonunda 6nemli bir rol oynar. Ancak CagT sekresyonu,
hiicre kaltlirh stpernatlarinin immunopresipitasyon analizinde tespit edilmemistir. Ayni
zamanda, cagT konak hucrenin IL-8 sekresyonu ile iliskilidir. cagT ekspresyonu gesitli
gastrik hastaliklarla iliskidir . cagT geni A.timefaciens’ in vir B7 ile homologtur ve
cagll bélgesinin onemli marker: olabilir®®. bazi calismalar gére cagT hiicrenin ic ve dig
membranina yerlesiyor ve proinlamatuvar sitokinlerden IL-8’ in sekresyonunu saglargo'
1 Bazende saperon proteinler gibi CagA ile etkiesime girerek konak hiicreye
translokasyonunu kolaylatirir®?. H. pylori de CagT ekspresyonu gastrik hastaliklarla
yakin iliskili bulunmustur ve yapilan bir ¢calismada gastrik kanser ve dlcerli hastalardan

93, 94, 95

izole edilen suslarda cagT geninin yiiksek delesyonlar géralmustir . Calismalarda

H. pylori’ nin yiksek virulans geni oldugu distintilen cagT geninin peptik dlser gibi

siddetli gastrik hastaliklarla iliskili oldugu rapor edilmistir®® %" %

. cagT, CagA gibi diger
virulans faktorlerle (vacAsl, vacAml, vacAs2, vacAm2, vacA slml, vacAsZm?2)

iliskilidir®.
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2.2.4.5 cagl

Ozel cagPAl protein olan cagl, cagA translokasyonu igin gereklidir fakat gastrik
epitel hicrelerinde 1L-8 olusumu icin gerekli degildirmo. Biyoinformatik analizlerle i¢
membrana lokalize Cagl N-terminal hidrofobik sarmal yapisi 26-51 rezidu kapsadigi ve
sitosolik yiizeyinde cag T4SS’ ne CagA tasinmasinda 6nemli bir rol oynadigi tahmin

edilmistir’®.

2.2.4.6 CagE ve virB11 Geni

cagE cagPAI’ nin sag yarisinda yer alan ve ¢alismalarda bu genin saglam bir
patojenite adasinin marker: olarak kullanilabilecegini ileri sirmuslerdir’®* %, virB11, 6
monomerik birimlerden olusan halka seklinde bir yapiya sahip bir protein

kodlamaktadir®+1%

. Bu genler gerekli substralarun tasinmas: igin gerekli enerjiyi
saglayan ATPase aktivitesine sahip transmembrane proteinleridir. cag ve virBl1
genlerinin duedonal ulser, peptik Glser ve gastrit ile iligkili oldugu gosterilmistir.
Bununla birlikte sadece birkagc calismada da gastrik kanserle iliski oldugu

gosterilmistir’®.

2.2.4.7 cagG

cagG, cag-PAIl sag tarafinda yer alir ve cagl bolgesinin belirteci oldugu
bildirilmistir. Bu gen, bir vir homologu degildir, ancak flajella veya pilus biyosentez
protein genleri ile zayif bir homolojileri vardir®®*. Ayrica, proinflamatuar sitokin
interlokin-8 indiklenmesinde 6nemli bir rol oynayabilir. Bazi ¢alismalar cagG’ nin
gastrik epitel hucrelerine adezyonu ile iligkili olabilecegini ileri surmektedir. cagG
delesyonu olan suslarda gastrik epitele adezyonun azaldig: ve 1L-8 sekresyonun azaldig:

107,108

gosterilmistir . cagG geninin sikligi bazi gastrointestinal hastaliklarda yuksek

bulunmustur, ancak cagG geni ilgili spesifik bir hastalik kanitlanmamigtir*® .

2.2.5 Vakdlizasyon Sitotoksin
H. pylori suslari vacA toksin geninin bir kopyasini igerir. vacA transkripti
monosistronik ve transkripsiyon ATG baslangi¢ kodonundan yaklasik 119 nikleotid

111, 112

yukarisinda baslamaktadir . H. pylori suslarinda niikleotid uzunluklart 3,864-

3,933 arasinda degisen en az 25 farkli vacA alleli tammlanmistir®®. Farkl: suslardaki
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vacA allelleri genetik cesitlilik gosterebilir ve vacA allelleri birka¢ familya icinde
kategorize edilebilir. En yogun cahsilan VacA formu genellikle yiksek diizeyde
vakulasyon sitotoksin aktivitesi ile iliskili VacA proteinlerini kodlayan tip s1/m1 vacA
allelleri tarafindan kodlanmistir. VacA diger formlari daha disuk diizeyde vakuollesme

aktivitesi ile iligkilidir.

Vacuolating cytotoxin gene, vacA

Signal region Mid region
{ivpe sl or s2) {tvpe ml or m2)
L
— | —
o
i |
Signal p37 pSE Cell-associated
peptide  fragment fragment protein

Secreted protein, VacA

Sekil 8. Vakuolasyon sitotoksin geninin sematik goriintisi™*

2.2.5.1 VacA Protein
VacA 140 kDa’luk protoksin olarak uretilmektedir, parcalanarak matir sekli

olan 90 kDa olarak salgilanmaktadir'*

. VacA sekresyon islemi esnasinda protoksin,
toksin aminoterminal bolgede yer alan 33 amino asitlik sinyal uctan matlr proteine
donusturilerek hiucre disina sekrete edilir. Rekombinant VacA’ nin farkl: bolgelerine
kars1 olusturulan antiserumlarin kullanilarak yapilan ¢alismalarda, protoksinin karboksi-
terminal béliminde yaklasik 33 kDa'lik bir polipeptid yer aldig1 ve sekrete edilmedigi
gosterilmistir. VacA’ nin karboksi-terminal kismi, p bolgesini olusturan amfipatik 3
yapilar igerdigi tahmin edilmekte ve bir ¢ok dis memnran proteinlerinde bulunan

fenilalanin iceren terminalleri vardir®®,

2.2.5.2. VacA’ nin oligomerik yapisi

Daha Once yapilan ¢alismalarda, mattir VacA monomer kutlesi yaklasik 90 kDa
olan, non-denatiire edici sartlar altinda biitin olan veye c¢ok biyik kompleks yapiya
sahip oldugu gosterilmistir. Lupetti ve ark. deep-etch elektron mikroskobu kullanilarak
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saflastirilmis VacA ultra yapisini incelemis ve toksin alti veya yedi "petaller" ile 30 nm
capinda bir halkadan olustugu, blyik cicek seklinde kompleks bir yapiya sahip

oldugunu gostermislerdir''®

. Bu mikroskobun U¢ boyutlu rekonstriiksiyonu VacA
oligomerlerinin yizeyinin ayrintili bir incelenmesini saglamistir. VacA’ nin gigek gibi
kompleks yapisinin yani sira merkezi bir halka olmadan alti ya da yedi petallerden
olusan "duz form™ farkli bir tip olarak nitelendirilmistir. Dz formu olusturan petaller
saat yonunin kiralitesi yani tersi seklinde bir merkezden yayilirlar. Multiple yani birden
fazla model, VacA’min kiral duz formlarin ve kompleks ¢igek yapisinin montajini
aciklamak icin onerilmistir.  Bir modelde, cicek gibi formlar yaklasik 90 kDa
blyukliginde alti veya yedi monomer igerdigi 0ne surilmustur. Baska bir modelde,
cicek gibi formlarin yaklasik 90 kDa VacA monomerlerin tetradekamer ya da
dodekamer oldugu, diz formlarin heksamer veya heptamer oldugu ileri strtlmastar.
VacA asidik veya alkalin pH’ ya maruz kaldiginda, VVacA oligomerleri, yaklasik 90
kDa'lik monomer bilesenleri 6-14 nm uzunlugunda pargalara ayrismaktadir. pH aracil
parcalanma VacA sitotoksik aktivitesinde belirgin bir artis ile baglantihdir'’. Suda
¢ozunur VacA oligomerleri VacA monomerlerine kiyasla nispeten daha az sitotoksik

aktiviteye sahip oldugu dusunulmektedir.

Sekil 9. VacA oligomerinin electron mikroskobunda, ii¢ boyutlu iist yiizey goriintiisi***
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2.2.5.3 Farkli H. pylori suslarinda vacA alleller arasindaki varyasyonlar

H. pylori, diger bakteri tlrlerinde oldugu gibi genis rekombinasyonlarla
sonuclanan buyiik genetik varyasyonlar sergiler™®*°. H. pylori suslarinda farkl: vacA
allelleri sekans analizi ile incelendiginde bazi bdlgelerinin 6zellikle 5" ucu ile sonlanan
gen bolgelerinin  korundugu aciklanmistir.  Bu bdlgelerdeki rekombinasyonlar
filogenetik klonal yapiya zarar vermektedir. Maksimum cesitlilik sergileyen vacA
boliminin ~ 800 bp orta bolgesi, 58 kDa vacA alaninin bir kismint kodlar. vacA
bolgesinin 5 'ucuna yakin boélgenin aksine orta bélge M1 ve M2 olarak adlandirilan
filogenetik olarak iki allele ayrihr'?. H. pylori vacA tip m1 ve m2 allelleri Japonlar
hari¢ tim dinya nufusunda yaygin bulunmaktadir ayrica Japonlarda tip m2 alleri
tartismalidir ve nadirende bulunabilir. Tip m1 ve m2 allerinin bulundugu orta bolgede
rekombinasyonlar azdir ve sadece Cin’ de izole edilen H. pylori suslarinin bir kaginda
m1/m2 rekombinant allelleri tanimlanmistir*?*. Suslardaki orta bolge rekombinasyonlari
stk bulunmus fakat m1 ve m2 alleleri iginde filogenetik yapiy1 kaldirmaya yeterli

olmamistir'?

. vacA orta bolgeden hari¢ vacA allelleri arasinda, cesitli kuclk bolgeler
belirgin farkliliklar gostermektedir. Ozellikle, "sinyal bolgesi”, amino terminal sinyal
peptidi ve islenmis toksinin amino ucunu kodlayan kismi suslar arasinda carpici
cesitlilik sergiler. Sinyal bdlgelerin s1 ve s2 olarak adlandirilan iki ana alelleli
tanimlanmistir ve sl alleli sla, s1b ve slc subtiplerine ayrilmaktadir. vacA allellerinde
yogun rekombinasyonlar sonucunda orta ve sinyal bolgelerinde sla/ml, slb/m1l,
slc/ml, sla/m2 gibi kombinasyonlar tanimlanmistir*?:122123:124125 “Njikleotid degisim
oranlarinin analizi vacA evrimine daha ilging bakis acilari saglamisgtir. vacA bolgeleri
arasinda sinonim degisimin oranlarindaki belirgin farkliliklar yogun rekombinasyon ve
vacA icindeki genetik unsurlarin dogal seleksiyon ile baglantilidir. Sinonim degisimin
oranlarinin non-sinonim degisime orant VacA fonksiyonundaki yapisal kisitlamalarin
bir 6l¢ustdar. Bu oran m1 ve m2 bolgeler arasindaki karsilastirmalar icin benzer, ancak

m1 ve m2 bolgeler arasindaki karsilagtirmalar igin daha yuksektir.

2.2.5.4 vacA’ nin biyolojik aktivitesi
vacA’ min hicreler tarafindan baglanmasi ve alimi heniz net olarak
anlasilamamistir ve bu arastirma alanda pek cok belirgin celiskiler vardir. Flow-

sitometri analizi ile degerlendirildiginde vacA’ nin prototipik S1/m1 formu yogun bir

22



sekilde HelLa hticrelerine baglanir. Buna karsilik, yogun baglanma 121 isaretli vacA ile
klasik ligand baglanma deneyleriyle tespit edilmemistir. vacA’ nin asit muamele
edilmesi belirgin olarak vakuollesme etkinligini arttirdigini, ancak HeLa ve BHK
hicrelerine baglanmasini artirmadigi gorilmustir. Asit aktivasyonun aksine AZ-521

sistemi toksinin gastrik hticreye baglanmasin gliclendirmektedir'?®

. Cesitli spesifik
vacA reseptorleri tammlanmistir. AZ-521 sistemdeki reseptor intraseller tirozin
fosforilasyonunu regiil eden 250 kDa agirliginda, “reseptor tip protein trizin fosfataz-
(RPTPP)” dir. vacA’ nin baglanmasinda RPTPP hayati bir rol oynar'?’. iki vacA
reseptorin  varligi gosterilmistir, AZ-521 sisteminde 140-kDa buyukliglinde
tanimlanmamis bir protein ve HeLa ve AGS hicrelerinde epidermal growth faktor
reseptorudur. Bu reseptorlerin hem aktif hemde aktif olmayan vacA’ da ¢ok sayida
yuzey baglanma bdlgelerinin var olabilecegi ve farkli hicrelerde belirli vacA

reseptorlerinin varlig: tespit edilmigtirt?’.
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Sekil 10. Epitel hiicre ile vacA etkilesimi gosteren model*
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2.2.5.5. Vakuolasyon aktivitesi ve cagA arasindaki iliski

Sitotoksin iligkili gen cagA ve vakuolasyon aktivitesinin arasindaki iliski gizemli
bulunmustur. Ozellikle, cagA’ n insersiyonel mutajenezi ya da cag patojenik
adalarindaki ~ (PAI)  delesyonlar vacA  ekspresyonunu  veya  aktivitesini
degistirmemektedir. Farkli vacA aller tiplerinin kesfi su sekilde aciklanabilir: cagA ile

128

vacA sl alel tipinin varlig1 arasinda yakin bir genetik iliski vardir=". Ancak, H. pylori

turler arasinda ylksek diizeyde rekombinasyon ve H. pylori kromozom tizerindeki cag
Pal ve vacA’ nin ayrimi g6z onine alindiginda bu genetik iliski aciklanamamistir'®®.
cagPal ve vacAsl tiplerinin varligi veya yoklugu, suslardaki avantaji heniz

belirlenmemis gibi goriiniyor®.

2.2.6 H. pylori’ ye Karsi Olusan immun Cevap

H. pylori hem hiicresel hem de humoral immiin cevaba neden olur. Lokal ve
sistemik antikor cevaplari IgA, IgM ve 1gG izotipleri icerdigi gosterilmistir. Fare
modellerinde yapilan ilk calismalarda, H. pylori antijenleri ile immdinizasyonda
koruyucu bagisiklik meydana geldigi gosterimistir'..

H. pylori proteinlerinin mide lamina propria iginde gosterilmesine ragmen
invaziv olmayan patojen H. pylori genellikle ekstraseliler mukus tabakas: icinde
bulundugu kabul edilmistir. Bununla birlikte, bir ¢cok calisma, atrofik gastritli fare,
maymun ve insalatin midelerinde hem in vivo hem de in vitro olarak H. pylori’ nin
gastrik epitel hucreleri istila yetenegini gostermistir. H. pylori’ nin lamina proprianin
mikrodamarlar iginde eritrositlere bagl oldugu gosterilmistir. Mide kanseri vakalarinin
cogunda lamina propria immiun hucreleri ile H. pylori’nin dogrudan temasini gostermek

icin gold immiin algilama ve transmisyon elektron mikroskobu kullaniimugstir™2.

2.2.6.1 Efektor Hucreler; Makrofajlar.

Makrofajlar, mukoza yuzeyinde bakterilerle dogrudan temas halinde olan epitel
hicrelerindeki, H. pylori kaynakli (rlnler ve sinyallerine karsi dogal cevap igin
gereklidir. Monositler ve makrofajlar patojenlere karsi bagisiklik yanitlarinin énemli
koordinatorleridir ve H. pylori enfeksiyonlarinda IFN-A, 1L-12 gibi sitokinlerin Gretimi,
Th1 hiicrelerinin sitimilasyonu gibi adaptif immiinitenin aktivatorleridir®® 34, Notrofil

aktive edici protein (NAP), ve nétrofiller ve monositlerden salgilanan hem 1L-23 hem
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de IL-12 sitokinlerini situmdile ederek Thl polarizasyonuna katkida bulunur. cagA
pozitif H. pylori suslar1 ile enfeksiyonda Thl cevabinin sitimulasyonundan dolay:
mide mukozasindaki IL-12 Gretimi peptik tlser gelisimi ile baglantilidir. Makrofajlar,
ayn1 zamanda IL-1, TNF-a, ve IL-6 gibi sitokinlerin Uretimiyle inflamatuar yanitta yer
alirlar. 1L-6 aktivasyonu NF-KB sinyali, MAP kinaz ve TLR4 aktivasyonu ile baglantil:
bulunmustur. I1L-12 yi olusturan p40 heterodimer ve p70, IL-23 G P19 ve P40, IL-23,
ve IL-12 olusturan ortak heterodimer p40 alt (nitesine sahiptir. Ozellikle son
zamanlarda, H. pylori gastritinde IL-12 p40 ekspresyonun arttigi ve ayn: zamanda
epitel hicrelerinin yani sira makrofajlarda lokalize IL-23’ Un arttig: bildirilmistir. Bu
nedenle, T-hlicre yanitinin sitimalasyonunda IL-12 ve IL-23” in roliinln acgiklanmasi
icin ek caligmalar yapilmasina ihtiyag vardir.

Makrofajlar efektor fonksiyonlari sayesinde, H. pylori’ ye karsi glclu bir
savunma potansiyeli olusturur. In-vitro ve in-vivo da makrofajlar tarafindan NO sentaz
(INOS veya NOS2) enzimden tiiretilmis nitrik oksit tretiminin (NO) upregiile oldugu

gosterilmistir*®.

Macrophage: =

Sekil 11. H. pylori’ ye kars1 cevaben gelisen makrofaj iNOS sentezinin diizenlenmesi ve NO Uretiminin
regtilasyonu®®
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Ko- kultir galismalar: ile H. pylori’ inin makrofajlar tarafindan elimine edildigi
gosterilmis ve bu antibakteriyal savunma NO bagimhidir. H. pylori’ nin rocF geni
tarafindan kodlanan arjinaz enzimi, konak hiicrede L-argininden (L-Arg) NO Uretimini
saglayan INOS substratin1 parcalayarak bakterinin hayatta kalmasin saglarm. Ustelik
bu yarisma INOS protein sentezini bozarak makrofajlardaki L-Arg’ ni tuketebilir.
Bakteriyel arginaz L-Arg’ den Ure Uretir ve daha sonra gastrik asidi notralize etmek igin
gerekli olan bu amonyak iireaz tarafindan kullaniimaktadir’*’. Makrofajlarda iNOS
induksiyonu M1 tipi alternatif klasik aktivasyon yoluyla olusurken, arginazi aktive eden
L-Arg metabolizmas: M2 yolunda yer almaktadir. Makrofajlarin H. pylori Grtinleri ile
maruz kalmasi arginaz Il enziminin artisiyla sonuclanir. Arginaz indiiksiyonu en az g
patojenik rol uygular. Ik olarak, arginaz INOS icin bulunan substrat: tiiketir. H. pylori
ile uyarilmis makrofajlarda, INOS protein translasyonu kiltiir ortaminda L-Arg
diizeyine baglidir ve bakterinin 6ldirmesi igin yuksek L-Arg seviyesi gereklidir. Buna
uygun olarak, H. pylori ile enfekte edilmis farelere oral arginaz onleyicisi
uygulamasiyla gastrik makrofajlarda iNOS protein ekspresyonu ve NO (retimi artarken,
artan INOS translasyonu ve NO (retimi arginaz veya Arg2 inhibisyonunu saglar137.
Ikincisi, Arg2 poliaminlerden L-ornitini Ureterek makrofajlarin  apoptozunu
indiiklemede 6nemli bir role sahiptir'®. Son olarak arjinazdan ornitin Gretimi, ornitin
dekarboksilaz tarafindan Gretilen poliaminler igin gerekli olan substrat seviyesini azaltir
ve bu durum INOS inhibisyonu ile sonuglanir. Ozellikle, spermin poliaminleri iNOS
transkripsiyonu degistirmek yerine, iINOS protein translasyonunu ve NO dretimini
bloklar. RNA etkilesimi ile pargalanan ornitin dekaboksilaz iNOS proteinin
ekspresyonun artisina sebep olur ve NO dretimi makrofajlar tarafindan H. pylori’ nin
oldirmesine katki saglar137. Spermin ile INOS inhibisyonu da INOS translasyonu icin
gerekli katyonik amino asit tasiyic1 2 (Cat 2) tarafindan makrofajlara L-Arg alimini
bloke edilebilir ve Metabolik enzim SMO induksiyonu ile sperminin tikenmesi iNOS
protein sentezi ve NO dretimini kolaylastirir. NO dretimini kisitlayan biyokimyasal
olaylar bir yandan patojenlere karsi cevapta olusan NO’ in toksik etkilerinden
makrofajlart korur diger yandan bakterinin uzun sure kolonizasyonunu saglar. Bu
bulgular, mukozal makrofaj araciligiyla sentezlenen INOS kaynakli NO
disfonksiyonunun, neoplastik transformasyon riskini artirdigint ve bakterinin

persistesinde temel bir rol oynadigin: gostermektedir'*> 136137:138,
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2.2.6.1.1 Makrofaj aracih apoptosis

Konagin inflamatuar yanitlari makrofaj aktivasyonu tarafindan gelistirilmistir,
ancak makrofajlar araciligiyla olusan apoptoz ciddi zararli sonuglar dogurabilir.
Shigella enfeksiyonunda oldugu gibi 610 hiicrelerden sitokin salinimi énemli olabilir ve
apoptotik hicreler, hiicre kalintilarindan nétrofil infiltrasyonu stimiile eder ve aktive
notrofiller tarafindan salinan serbest oksiradikaller oksidatif stresi artirnr’®. Ayrica
onemli olan efektor hiucrelerin azalmasi ile konak savunmasinin kaybinin net etkisidir.

Poliaminlerin tretimi makrofaj-apoptozuna dogrudan katilir.
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Sekil 12. H. pylori'nin neden oldugu makrofaj apoptoz mekanizmasi®

2.3. Mide kanseri
Gastrik kanseri olarak da bilinen mide kanseri, mide duvarinda gelisen kanser
tradur. Mide kanseri dinyada hem erkeklerde hem de kadinlarda akciger

140

kanserinden sonra, kanser 6lumlerinin ikinci 6nde gelen nedendir~". Mide kanserinin
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en yaygin nedeni, vakalarin %60’ nin Helicobacter pylori’ ye ait enfeksiyonlar
oldugu bildirilmistir. H. pylori turlerinin digerlerine gére mide kanseri riski daha
fazladir. Diger yaygin nedenleri salamura sebze ve sigaradir. Vakalarin %10’ u
ailesel ve % 1-3 arasinda vakalar, kahtsal diffiz mide kanseri gibi Kisinin
ebeveynlerinden miras kalan genetik sendromlardan kaynaklanmaktadir*!. Mide
kanserlerinin ¢ogu gastrik kanserlerdir. Bu tlrler alt bolimlere ayrilabilir.
Lenfomalar ve mezenkimal timorler de mide iginde gelisebilir. Cogu zaman mide
kanseri birkac yil icinde farkli evrelerde gelisir. Tan1 genellikle endoskopi sirasinda
yapilan biyopsi ile konur. Daha sonra hastaligin viicudun diger bolgelerine yayilmig
olup olmadigin: belirlemek igin tibbi goruntileme ile takip edilir.

2.3.1 Mide kanseri risk faktorleri

Cesitli parametreler malignite gelisimine yol acabilen, karmasik etkilesimler
kurarak mide kanseri igin risk faktori olarak 6ne sirtlmastur. Cevre faktorleri ve yasam
tarsi mide kanseri icin risk 6nemli roller oynayabilir. En ¢ok bilinen mide kanseri risk
faktorleri arasinda diyet ve beslenme sekilleri, genetik yatkinlik ve duzensiz olarak
meydana gelen mutasyonlar ve Helicobacter pylori enfeksiyonudur. Son zamanlarda
ise, bakteriyel enfeksiyonlara karsi olusan inflamatuar yamitin da malignite riski
acisindan 6nemli etken oldugu ortaya gikmistur.

2.3.1.1 Beslenme ve Diyet

Gastrik kanser etiyolojisinde diyet, vitamin ve bazi 0gelerin artisi, karsinojen
olusumunu azaltma ve karsinojenik molekdllerin veya prekirsorlerinin kaynag: olarak
cift rol oynar.

Konserve etlerdeki yiksek tuz mide kanseri etiyolojisinde rol oynadig: ileri
strdlmustir. Tuz mide epitelini tahris edebilir ve buna bagh olarak H. pylori
enfeksiyonu mukozal tabakanin hasarina yol acabilir. Boylece hassaslasan mide epitel
hicreleri kanserojen molekulleri biriktir. Pastirma, sosis, salam ve jambon gibi et
urtinlerindeki yiksek tuz orani, sigara, nitrit ve nitrozaminler mide kanseri ile iliskili
olabilir'#'**,

Sebze ve meyve agirlikli beslenme gastrik kansere karsi koruyucu etki

gosterirken tuzlu yiyeceklerin tiketilmesi malignite riskini artirmaktadir. Genellikle
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selenium, C vitamini ve likopen gibi antioksidan molekiller, gastrik kanseri riskini

azaltiyor 144145146,

Buna karsilik, p-karoten, A ve E vitamini ve gastrik kanseri
arasindaki iliski halen tartismalidir*** 14°.
Kirmizi ve islenmis etlerin yiiksek tiiketimi, tuzlu gidalar ve fazla tuz alim:

gastrik kanseri riskini artirtig: bildirilmigtir* 14>,

2.3.2 Mide kanserinin patognezi
Gen-gevre etkilesiminin klasik bir 6rnegi olan mide kanserinin patogenezi multi
faktoriyel ve karmasik bir slrectir. Mide karsinogenezisi altinda yatan kesin

mekanizmalar histolojik malin tipine gore degisir ve henliz tam olarak
anlasilamamustir.

Gastric cancer
B.8% of total cancer burden globally
Fifth most common malignancy
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Sekil 13. Mide kanserinin patogenezi

Mide kanserinin etiyolojisinde i¢ major faktor rol oynar: 1) Cevresel faktorler,
beslenme ve yasam tarzi, 2) H. pylori enfeksiyonu 3) Konaga bagl: genetik faktorler.

29



High level of acid production

Antral- [h odenal ulooer
predominant
l gastritis

‘FMLT lymphoma

E.‘hrl:nnl-: ﬂ.wmnmmmr

Nomnal gastric H. pyvilori _-.n. Nunitr;n:lli- _b H. pelori
MUCHES infection PR infection
\—. T /
predominant
atrophic uastrm:- Gastric ulcer
H ﬂ:-'\'m P
infection ~_, 5
L
Intestinal mataplasia
- %
Vi,
Dvsplasia
Low leval of acid production N Gastric cancer
L reeeee—
Childhood Advanced age

Sekil 14. H. pylori enfeksiyonun gastrik klinikopatolojik sonuglari.

Bir cok ciddi ve surekli inflamatuar cevap kronik atrofik gastrit neden olur.
Kronik atrofik gastrit diffiiz ve intestinal tip kanserin olusumuna zamin hazirlayan,
gastrik mukoz hticrelerinin ve bezlerinin kaybi ile karakterizedir. Kronik atrofik gastrit
en sik mide (antrum) alt kisminda baslar ,daha sonra mide (korpus) govdesine dogru
yani yukar1 kisma kadar uzanir ve mide asiti salgisinda azalmaya (hipoklorhidri) neden
olurlar. Daha az asidik mide, H. pylori’ nin gelismesi icin daha uygun olmakla birlikte,
ayn: zamanda diger mikroorganizmalarin da kolonizasyonunu saglar. Bu sebeple bakteri
kolonizasyonu ve inflamasyon, gastrik epitel hicrelerinde hicresel ve genomik
degisikliklerin ihtimalini artirarak, mide de kanserojen molekillerin birikmesine yol
acabilirler. Misin dolu goblet hiicrelerinin gorinimi de dahil olmak (zere, bir dizi
histolojik, fizyolojik ve molekdler degisiklikler transformasyonu esnasinda ortaya ¢ikar.
Bu degisiklikler H. pylori tarafindan iyi tolere edilmeyen ve siklikla transorme epitelin
spontan kaybolmasina neden olur. Ayrica daha fazla ilerleyerek niikleer atipi, diizensiz

sekil ve epitelyal hicrelerin polarite kaybi dahil olmak Uzere epitelde histolojik
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degisikliklerle karakterize displaziye yol acgar. Displazinin ileri asamalarinda bu atipik

hiicreler bazal membran boyunca go¢ ederek erken invaziv karsinoma neden olurlar.

2.3.2.1 Genetik yatkinhk ve diizensiz meydana gelen mutasyonlar
Genetik faktorler mide kanserinin gelismesi ve ilerlemesi icin temel bir rol

oynar. Mikoorganizma kaynakli mutasyonlar ve genetik sendromlar malignite

gelisimine egilim gosterdigi iyi bilinmektedir'®’. Ailesel gastrik kanserinin ayn: aileden

iki veya daha fazla kisinin etkilendigi, olgularin yaklasik %10" unda gorilmektedir.
Genellikle gastrik kanseri hastalarin akrabalarinda gastrik neoplazi gelisimi akraba
olmayan kisilere gore 2-3 kat daha yiiksek oldugu tahmin edilmektedir. Bununla birlikte

aile Uyelerinde genetik 6yki, cevresel ve kiltirel farkliliklarda (6rnegin H. pylori, diyet,

147

yasam tarzi) analiz edilmedir™'. Ancak malignite gelismesinde genetik yatkinlik agik¢a

belirlenmistir.
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Sekil 15. Mide kanseri gelisiminde farkl: faktorlerin etkisini gdsteren sema.
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2.3.2.2 H. pylori enfeksiyonu

H. pylori enfeksiyonu gastik kanserin intestinal ve difftiz subtipleriyle iliskilidir.
Epiteldeki  veya yakinindaki mikrobiyal durum kan dolasimindan inflamatuar
hlcrelerin aktivasyonu igin bir uyaricidir. Sitokinler, kemokinler ve serbest radikaller

inflamatuar cevabi baslatir**4.

Inflamatuar hiicrelerin  aktivasyonu, solunum
patlamasina yol acarak serbest radikaller agiga cikar ve bu serbest radikaller lipid
peroksidasyonu ve genetik mutasyonlarin indiikleyerek malinite transformasyonuna
katki saglarlar. Epiteldeki bu tip hasaralar daha fazla mutasyon ve epitel

hiperproliferasyonuna, hiicre 6liimiine yol acarlar*>*+1%2,

H. pylori
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Sekil 16. H. pylori ve baz: viriilans faktorleri®

Diinya Saghk Orgitii, 1994 yilinda, H. pylori’ yi gastrik adenokarsinomu
gelisiminde rol oynayan, tip | karsinojen etkeni olarak tamidi®®. H. pylori ve mide
kanseri arasindaki iligki iki olas1 mekanizma ile agiklanabilir: Bu mekanizmalardan biri

H. pylori’ nin karsinogenezisi tesvik etmesi, digeri ise uzun sureli H. pylori
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enfeksiyonun kanserojen ortamini saglamasina dayanmaktadir. ikinci durumda H.
pylori enfeksiyonu, intestinal metaplazi ile sonuclanan gastrik mukozanin iltihabina ve
mukozal atrofiye yol acan kronik enfeksiyona sebep olur. Bu durum gastrik kanserin
onculeri olarak kabul edilir. Gastrik kanser ¢cok adimli ve multifaktoriyel bir hastaliktir,
ancak H. pylori ile enfekte tiim hastalarda gastrik kanser gelismez. Kan grubu, ¢evresel

faktorler, sigara ve bakteriyel virilans faktorleri H. pylori infeksiyonlarini tetikler.
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Sekil 17. H. pylori enfeksiyonu ve mide kanseri gelisiminde sorumlu tutulan konak genotipi, ¢cevresel
riskleri ve bakteriyel virtlans fakttru

2.3.3 Mide kanserinin Alttipleri

Gastrik kanser tanisinda mide fircalama / yikama gibi sitolojik veya dokularin
histopatolojik degerlendirilmesi gerekmektedir. Cesitli simiflandirma  sistemleri,
mikroskopik ya da makroskopik dzellikler gastrik kanserin agiklanmasina yardim etmek
icin Onerilmistir. Gastrik neoplazilerinin % 95'inden fazlasi adenokarsinom’ dur. H.
pylori enfeksiyonu gastrik mukoza ile iliskili lenfoid doku (MALT) lenfomaya neden

olur ve H. pylori eredikasyonu MALT lenfomay: baskilayabilir'>:.
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Sekil 18. Mide anatomisi

2.3.3.1 Kardia, Non-Kardia ve Korpus

Gastrik adenokarsinom midenin anatomik yapisina gore kardia ve non-kardiada
ayrilabilir. Kardia kanser 6zofagogastrik kavsagin 1 cm proksimal ve 2 cm distalinde
yer alan bir adenokarsinom lezyon olarak tanimlanmustir™>**>. Dogu Asya’ da kardia
kanser artis1 gorilmemistir. Dinya c¢apinda mide kanserinin insidanst non-kardia
kanseri diistisii nedeniyle azalma olmustur®*>’. Non- kardia kanser insidans1 1977-
2006 yillar1 arasinda Amerika Birlesik Devletleri'nde 25-39 yas arasi beyaz irklar harig,
tlim etnik ve yas gruplan arasinda azaldigi gérilmustir™®. Yakin zamanlarda yapilan
calismalarda non-kardia kanserleri arasinda korpus kanserinin epidemiyolojik olarak
ayr oldugu 6ne strtlmistir*™. Amerika Birlesik Devletleri'nde, 1976 ve 2007 yillar:
arasinda, korpus kanser insidansinin beyaz irklarda yilda % 1 ve siyah wrklarda % 3,5
oraninda artmis ve diger etnik gruplar1 arasinda azalmistir. Yeni veritabaninda, korpus
kanseri belirgin bir sekilde daha gen¢ ve orta yash beyazlar arasinda 1999 ve 2007

yillar1 arasinda artmastir.

2.3.3.2 Intestinal ve Diffiiz Tip Mide Kanserleri

Dr Laurén 1965 yilinda, gastrik adenokarsinomu, intestinal ve diffliz tip olmak
lizere iki histolojik tiye ayirmistir'®. intestinal tip gastrik kanseri cogunlukla yash,
diffliz tip ise genc yas gruplarinda teshis edilir. Intestinal tip gastrik kanseri yaklasik 30
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ila 50 yil gibi uzun bir kulugka stresine sahiptir. 1975 yilinda Correa modelinde
onerildigi gibi; genellikle atrofik gastrit, kronik gastrit, intestinal metaplazi, displazi ve
adenokarsinom sekinde gelisir™®. intestinal tip diffiiz tipten daha siktir, ayn1 zamanda
her ikisinin 6zelliklerini gosteren bazi tumorler de bulunmaktadir. Son onyilda azalan
gastirk kanseri insidansi, yuksek riskli ve dustk riskli boélgelerdeki dusiik intestinal tip

162 jsveg'te yapilan toplum tabanh ve kapsamli

insidansinda da etkili olmustur
calismada; kardia kanserleri arasinda, intestinal tip insidans: ayn1 yas grubunda 1989-
1990, 1991-1992, 1993- 1994 yillarinda 100.000 kiside sirasiyla 5.1, 6.8, 7.9 olarak
gosterilmistir™’. Diffiiz tip ise yilda 100,000 kiside sirasiyla 3.2, 4.5, 4.5 ve olarak

goralmastar.

Sekil 20. Az farklilasmig adenokarsinom; diffiiz tip
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2.3.3 Helikobakter pilori ve kanser iliskisi

H. pylori ve gastrik kanseri arasindaki iliski birka¢ yil icin tartisma konusu
olmustur. Bu iligki iki mekanizma ile agiklanabilir: Bu mekanizmalardan biri H. pylori’
nin karsinogenezisi tesvik etkisine dayanmaktadir, digeri ise longterm H. pylori
enfeksiyonunun kanserojen ortamina zemin hazirlanmasina dayanmaktadir. Ikinci
durumda H. pylori’ nin karsinogenezis arttirici etkiye sahip olmasa da, enfeksiyon,
gastrik mukozasinin iltihabina neden olur ve kronik enfeksiyon intestinal metaplazi ile
sonuclanan mukoza atrofiye neden olur. Bu son degisiklikler mide kanseri onculeri

olarak kabul edilir.

A= Acube/chronic gashriltis Chiz CAG with [M Gaslric cancer

Entervention before stepping ints “irmeversibhe condition™

Sekil 21. Akut/kronik gastrit, kronik atrofik gastrit ve intestinal metaplaziden sorumlu olan H. pylori
enfeksiyonu

Gastrik mukoza H. pylori enfeksiyonu, nétrofil infiltrasyonuna sebep olur ve
aktif inflamatuvar hucreler oksijen radikalini olusturmaktadir. Davis ve ark. H. pylori
infeksiyonu sonrasinda gastrik pilorik ve duodenal mukozasinda oksijen radikali
tiretiminin artigint bildirmistir*®®. Oksijen radikaller dogrudan indiikleyici maddeler
olarak DNA hasarina neden olmaktadir ancak gastrik kanser ve oksijen radikalleri
arasindaki iliski yeterince arastinlmamustir'®. H. pylori enfeksiyon nedeniyle gastrik
mukozada Amonyak / Amonyum konsantrasyonu artar. Tsujii ve arkadaslart N-metil-
N-nitro-N-nitrosoguanidin (MNNG) ile induklenen gastrik kanserin fare modelinde

amonyak icerdigini bulmuslardir. Askorbik asit, nitr6z asitten olusan nitroz bilesikleri
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ile reaksiyona girerek nitrik oksit 0rettigi bilinmektedir ve bdylece N-nitrozo
bilesiklerinin olusumunu 6nler'®. Askorbik asitin gastrik sivisi konsantrasyonu H.
pylori pozitif hastalarda azalmistir ve bu da gastrik sivida askorbik asit sekresyonunun
artist  H. pylori eradikasyonunu gelistirdigi gosterilmistir. Yapilan calismalarda da
belirtildigi gibi, H. pylori infeksiyonu ile ilgili pek ¢ok soru ¢6zim beklemektedir.
Ancak, gastrik kanser ile H. pylori arasindaki iliskiyi aciklayan hem gastrik sivi ve hem

de gastrik mukozasinda kimyasal degisiklikler bircok mekanizmalarla aydinlatiimistir.
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Sekil 23. H. pylori, inflamasyon ve asit sekresyonu arasindaki iliskiler®.

2.3.3.1 Apikal -Junctional Kompleks

Gastrik mukozal bariyer fonksiyonu, gastrik limende bulunan potansiyel olarak
zararli unsurlarin gastrik mukozaya erismesini Onlemek icin gereklidir. Bariyer
fonksiyonu H. pylori kaynakl gastrite ve bagirsak epiteli hiicrelerinde H. pylori ile

106167 Apikal-Junctional Kompleks bariyer

enfekte edilmesine taviz vermektedir
fonksiyonunu kontrol eder, bircok hicrenin apikal bdlgelerinde bulunur, adherens

junctionlarin asagisinda yer alir ve tight junctionlardan olusur.
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Sekil 24. H. pylori Apikal -Junctional Kompleks diizenin bozulmas:®®

2.3.3.2 Gastrik Karsinogenesis iliskili H. Pylori’ nin inflamasyon iliskili

Mekanizmalan

Gastrik mukozada Helicobacter pylori enfeksiyonu, T ve B lenfositleri,
makrofajlarin yan: sira polimorfoniikleer I6kositlerin mukoza infiltrasyonu, konak
hiicrenin inflamatuar tepkisini indukler. Enfeksiyon esnasinda induklenen sitokinler
inflamatuvar hticrelerinin iyilestirilmesi ve aktivasyonunu tesvik edebilir. Inflamatuar
hiicreler reaktif oksijen tirlerini iceren kimyasal mediyatorler tiretir. intermediat reaktif
oksijenler enflamatuvar yanmiti stimile ederek interlokin-8 (IL-8) up-regile olabilir.
Intermediat reaktif oksijenler gastrik epitel hiicrelerinin artmis oksidatif stres
durumundan kismen sorumludur ve H. pylori enfeksiyon esnasinda gastrik sivida
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vitamin C’ nin daha dustik konsantrasyonlarda bulunmasi gibi H. pylori enfeksiyonu ile
ilgili antioksidan seviyelerinin artisin saglayabilir'®. ROS gastirk kanser patogenezinde
katkida bulunan DNA mutasyonlarinin birikimi ile DNA hasarini neden olabilir'®°.
Buna ek olarak, epitel hiicre dongusu, H. pylori inflamatuar yanit: etkilenir. Bu kavram,
H. pylori enfeksiyonuna yanit olarak hem epitel hiicre proliferasyonu hem de programl
hicre 6lumi (apoptoz) calismalar tarafindan da desteklenmektedir. Apoptoz, timor
nekroz faktori (TNF) ve interferon-gama (IFN-y), cesitli inflamatuvar mediatorlerin
yanisira H. pylori tarafindan tetiklenen hucre olumunin duzenlenmis bir islemdir.
Periferal mononikleer kan hucreleri H. pylori maruz kalir inflamatuar sitokinler igin rol
oynayan Fas regulasyonu, RGM-1 gastrik epitel hicrelerinde Fas antijenin
ekspresyonunu indikler. Fas ligand maruz kaldiginda, RGM-1 hucreleri artan
proliferasyonla iliskili hizli ve masif hiicre 6limine yol acan PBMC-conditioned
medium ile aktive edilir'®. Bitin bu degisimler gastik kanseri gelisimine ve epitel

hiicrelerinde mutasyon olaylarina katkida bulunabilir'™.

2.3.3.21 H. pylori enfeksiyonu Gastrik Mukozal antijenlere kars

induiklenen antikorlar

H. pylori ile enfekte hastalarin blyuk bir kisminda (%50-60) gastrik mukozal
antijenler ile reaktif olan serum oto-antikorlar vardir. H. pylori ile enfekte olmus bir
serum gastrik dokuya Kkarsi reaksiyona giren antikorlar immdinohistokimya ile
incelendiginde, antikorlarin iki farkli baglanma yerleri tespit edilebilir; ilki, antrum ve
korpus mukozasinda foveolar epitel hiicrelerinin luminal membranlarda, Ikincisi ise,
mide korpus mukozasinda paryetal hiicrelerinin kanalikiler membranlarin(Sek. 12)
uzerindedir. Apikal salgilayici kanalciginda bulunan korpus parietal hiicreler mide H+,
K+ATPase proton pompas: araciligiyla, mide asidini salgilarlar. Son zamanlarda,
korpus atrofili H. pylori kronik gastritinde gastrik H+, K+ ATPaz major otoantijen
olarak tanimlanmistir. Hayvanlarda H. pylori enfeksiyonunda mide proton pompa
uzerindeki Lewis antijenler yoluyla antikorlar: taklit ederken, insanlarda bu durum
boyle degil. insan serumu Lewis antijenlerini eksprese etmez rekombinant H+, K+ -

ATPaz ile reaksiyona girer'’.
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2.3.4 H. pylori ve Mide Kanserinin Molektler Patogenezi

Hayvan modellerinde yapilan son calismalar, H. pylori insan izolatlar: ile
enfekte Mogol gerbillerinde mide kanserinin gelistigini gostermistir ve H. pylori ve
mide kanseri arasindaki iliskide, H. pylori etiyolojik roli kesin olarak kanitlanmistur.
Histopatolojik gastrik degisiklikler kronik H. pylori enfeksiyonu ile iligkilidir ve
genellikle kronik gastritten sonra atrofik gastrik ve intestinal metaplazi gelisir. Mide
kanseri vakalarinin ¢cogu genellikle ektensive intestinal metaplazi ve multifokal atrofik
gastrit ile mide mukozasinda gelisir , intestinal metaplazi ve gastrik atrofi midenin

premalign lezyonlar: oldugu 6ne siiriilmektedir'”.

Bu lezyonlar kronik H. pylori
enfeksiyonu ile yakin iligkilidir ve gastrik kanser ile H. pylori arasinda bir baglant:

saglar.
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Sekil 25. H. pylori ve gastrik karsinogenezisi baglayan molekuler yollar.

H. pylori mekanik olarak iki sekilde gastrik adenokarsinomaya neden olabilir: (i)

Gastrik epitel hucrelerinde mutasyonel olaylarin neden oldugu Grlnlerin inflamatuar
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kolleteral hasar. (ii) H. pylori veya bakterilerden farkli diizeylerde salinan serbest
bakteri triinlerinin gastrik epitel hiicrelerinde dogrudan etkileri:

Epitel hucrelerine direkt toksik etkileri
Apoptoz-proliferasyon dengesinin degisimi

Gen ekspresyonu ve transdiksiyon yollarindaki etkileri
H. pylori kaynakli huicresel oksidatif stres

DNA mismatch tamir mekanizmalarinin bozulmasi

O O O o o o

Hiicre adhezyonunda degisiklikler

2.3.5 H. pylori Tam

H. pylori enfeksiyonunu tespit etmek igin gelistirilen yontemler arasinda
Ozellikle epidemiyolojik calismalarda altin standart olarak kullanilan bazi yéntemler
tartismalidir. Bu sebeple H. pylori enfeksiyonunun tams: icin altin standart olarak
kullanilan testlerin avantaj ve dezavantajlar: birlikte goz 6niinde bulundurmalidir*™.
Direkt tan: testlerinin (histopatoloji/imminohistokimya, hizli Greaz testi, kiltir gibi)
bazi hassasiyetlerinden dolayi, indirekt tani testleri antikor bazli testler (seroloji ve idrar
testi), Ure nefes testi ve gaita antijen testi, H. pylori enfeksiyonu tamist igin
gelistirilmistir. Indirekt tan: testleri arasinda, tre nefes testi ve gaita antijen testi aktif
enfeksiyonu belirlemek icin en iyi yontem haline gelmistir. Ozellikle serolojide yaygin
olarak kullanilan antikor bazl: testler nispeten duyarl: olsa da, seciciligi dusuktir.

Mide biyopsi 6rneklerinin kullanarak H. pylori enfeksiyonunu tespitinde histoloji ve
kaltar gibi yontemlerde kullanilmaktadr.

Histolojik inceleme H. pylori icin en yararli tani testlerinin biridir. Histolojik
inceleme yuksek duyarliliga sahip olsa bile, biyopsi 6rneginin alinan bolge, sayisi ve
buyukligl tanmisal dogrulugu etkileyebilir. Mideden alinan tek biyopsi 6rnegi ile, tedavi
edilmemis H. pylori pozitif olgularin vakalarin% 90'indan fazlasinda H. pylori tespit
edebilir'” Tanisal dogruluk icin korpustan ve kurvatura yakin bolimlerden birden fazla
biyopsi ile artirilabilir. Histolojik incelemeler H. pylori tespiti icin mikemmel bir
yontemdir ve gastrik mukozasi hakkinda ek bilgi saglar.

H. pylori kolonizasyonu, gastrik kanser ile iligkisi, prevalans calismalarinda

fresh dokular (taze biyopsi numuneleri), dondurulmus doku oOrnekleri ve formalinle
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fikse edilmis parafine gomilmis dokular gibi farkli doku matreyallerinden
faydalinilmaktadir'®. Formalin ile fikse edilmis bloklar, parafine gémiilii dokular klinik
calismalar igin avantaj saglayan olaganustli kaynaklar olarak tanimlanmiglardir. Bu
dokularin kullanim: kolay, ucuz ve uzun sureli depolama gibi sahip 6zelliklerinden
dolayi fresh veya dondurulmus doku 6rneklerine kiyasla bircok avantaji vardir. Ancak,
formalinle fikse edilmis parafine gomilmis dokulardan DNA izolasyonu zahmetli,
zaman alic1 ve hala sorunlu bir yontem olmaya devam etmektedir’’’. Formalinle fikse
edilmis parafine gdmilmus dokudan izole edilen DNA’ nin kullanilarak yapilan PCR
etkinliginin, kullanilan fiksatif tipi, fiksasyon stresi, DNA izolasyon prosediirleri, PCR
hedef uzunlugu, DNA konsantrasyonu ve de PCR protokolii dahil olmak Uzere

faktorlerden etkilendigi tarif edilmistir'””’.

2.3.6 H. pylori Enfeksiyonu ve Mide Kanserinin Epidemiyolojisi

Diinya nifusunun yaklasik % 50" si, Ozellikle gelismekte olan ulkelerde,
Helicobacter pylori ile enfekte oldugu bilinmektedir. Bunlar arasinda, yiiz milyonlarca
insanin yasamlar: boyunca peptik Glser gelistirdigi ve hala on milyonlarca mide kanseri

gelismis olabilir*™®

. H. pylori prevalans: son yillarda azalmistir, ancak farkl: tlkelerde,
yas gruplar1 ve sosyoekonomik siniflarda buyik 6l¢iide degisir. Sanayilesmis Glkelerde
% 20-50, gelismekte olan Ulkelerde orta yash yetiskinler arasinda % 80" in Uzerinde
degismektedir”g. Dogu Asya'da, Hindistan ve Banglades' te sero-prevalans: yaklasik %
80-90, Cin ve Kore'de %60, Japonya'da %40 olarak degismektedirlso. Enfeksiyon
kirlenmis su ve gida yoluyla, aile Uyeleri (kisiden kisiye iletim) arasinda dogrudan
temas yoluyla, genellikle cocukluk caginda goriilebilir'”. Gastrik kanser, diinyada en
sik gorilen kanserlerden biridir. Mide kanserlerinin yaklasik %50'si Cin basta olmak

lizere Dogu Asya'da goriilmektedir'®!

. Ancak, H. pylori gibi mide kanseri insidansi
bolgeden bolgeye degisir. Standardize yas insidans oranlari, erkekler i¢cin Dogu Asya'da
42,4, Kuzey Amerika'da 5,8, kadinlar icin Dogu Asya’ da 18,3, Kuzey Amerika'da 2.8,
Guney Afrika'da 2.2 arasinda degisen ve Kuzey Afrika'da 3,9 oraninda kadinlarda
oldugu gibi erkeklerde yaklasik iki kat yiiksek oldugu bilinmektedir ¥, Ortadogu'da,
Iran’ da mide kanseri insidans: Israil (12.5/100 000 Kisi, yilda) ve Misir’ a gére (3.4/

100 000) daha goktur.
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Estimated age-standardised incidence rate per 100,000
Stomach: female, all ages

W <30 W =456 <64 W <=<92 W =3
GLOBOCAN 2008 (MAC) - 1662011

Estimated age-standardised incidence rate per 100,000
Stomach: male, all ages

W <46 W <72 <10.,7T W <165 W <622
CLOBOCAN J006 (WARC) - 16 52011

Sekil 26. Global mide kanseri insidansi
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Genel olarak, son elli yil icinde gelismis Ulkelerin cogunda, mide kanseri
insidansi diismustir ve son zamanlarda ABD' de en yaygin gorilen 14. neoplazimdir.
Ancak, pek cok gelismekte olan tlkede, ayn1 ddnemde mide kanseri insidans: artmistir.
Mide kanseri akciger kanserinden sonra, diinyada her iki cinste kanser olumlerinin
ikinci onde gelen nedenidir'®’. En yiiksek 6liim oranlar Dogu Asya'da (erkeklerde
100.000'de 28.1, kadinlarda 100.000'de 13,0) ve Kuzey Amerika'da disik mortalite
orani (erkeklerde 100.000'de 2.8, kadinlarda 100.000'de 1.5) tahmin edilmektedir. Bes
yillik sagkalim oranlar1 Japonya disinda diinyanin birgok bolgelerinde yaklasik % 20 ve

erken tedavi ile bu oran % 60'a yaklasmaktadir'®.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu calismada 01.10.2014 ve 20.05.2016 tarihleri arasinda arasinda kalan
yaklasik 20 aylk sure icerisinde, Tirkiye ve Iran’ daki hastanelere gastrik yakinmalar
ile bagvuran ve histopatolojik tan1 amacli gastrik biyopsi ornekleri alinarak parafin
bloklar1 hazirlanan ve Patoloji Ab.D laboratuvarlarinda ince Kkesit preparatlar:
hazirlanarak hematoksilen eosin ve gerekli diger yontemler ile boyanarak
degerlendirilen 6rneklerden; a-C.U.Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dali laboratuvar
arsivinden gastrik adenokarsinoma tanis1 almis 80 hasta ile adenokarsinoma dis1 aktif
kronik gastrit tanis1 almis 80 hasta b-iran Tebriz Universitesi Tip Fakiltesi Patoloji
Ab.D laboratuvar arsivinden  adenokarsinoma tams: almis 80 hasta ile yine
adenokarsinoma dist kronik aktif gastrit tanis1 almis 80 hastaya ait olmak (izere toplam
320 formalinle fikse edilmis gastrik biyopsi parafin bloklarindan alinan 5pm
kalinlhiginda kesilmis ince kesitler molekuler yéntemler ile H pylori insidans: ve
H.pylori’ ye ait kanser olusumu ile iliskilendirilmis farazi virulans genleri ve
polimorfizmleri degerlendirilmistir. Calisma 6rneklerin toplanmasi, parafin bloklardan
dokunun cikartilarak DNA ekstraksiyonu ve miktarlarinin 6Olcilmesi ile PCR bazh
molekdler yontemler ile hedef DNA fragmentlerinin tespiti ve dogrulanmas: adimlari ile

gerceklestirildi.

3.1. Orneklerin Temini, tasinmasi ve Saklanmast:

Calismada dahil edilen doku o&rnekleri, gastroduodenal patoloji calisma
protokolii gercevesinde standardize edilmis yontemler ile C.U Tip Fakiltesi Patoloji
Ab.D. ile Tebriz Universitesi Tip Fak.Patoloji Ab.D.’da degerlendirilmis, histopatolojik
olarak gastrik adenokarsinoma ve kronik gastrit tanis1 almis, parafin bloklarda saklanan
ornekler arasindan secilmistir. Ozel tasima kaplar: icerisinde oda 1sisinda C.U Tip
Fakdltesi T.Mikrobiyoloji AbD laboratuvarina getirilen érnekler calismaya baslanana
kadar +4° C de saklanmustur.
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3.2 Doku orneklerinin bloklardan ¢ikartilmasi ve DNA ekstraksiyonu:

Formalin ile fikse edilmis gastrik doku Kkesitleri esas calismada DNA
ekstraksiyonu ve amplifikasyonu amaci ile kullanilacagindan, doku ve DNA’y1 denattire
etmekten mumkin oldugu kadar kagimilmistir. Bu amagla asagidaki protokol
uygulanmstir;

3.2.1 Deparafinizasyon Islemi

1. Ornekler 58°C’de 2dk 151 blogunda inkiibe edildi.

2. Orneklerimizi iceren etiketlenmis tiipe 1ml ksilen eklendi ve parafinin
¢cozlinmesi i¢in 10-15 saniye vortekslendi.

3. Ornekler 7 dk maksimum hizda spin attirilarak pellet olusturuldu. Sonra pellete
zarar vermeden ksilen supernatant dikkatlice uzaklastirildi. Ksilen atigi
uzaklastirmak igin bir polipropilen tip kullanild:.

4. Parafinin tamami ¢6ziinene kadar 2.ve 3. basamak (ksilen yikama) tekrarlandi (2
veya 3 yikama).

5. 1 ml %100’k ethanol eklendi, vortekslendi ve mikrosantrifujde 14,000rpm’de
5-7 dakika spin attirildi. Pellete zarar vermeden ethanol siipernatant
uzaklastirildi.

6. 1ml %70’lik ethanol eklendi (%100°’ltk ethanol distile suda dilue edildi),
vortekslendi ve 14,000 rpm’de 7dk spin attirildi. Pellete zarar vermeden ethanol
stpernatant uzaklastirildi.

7. 1ml %50’lik ethanol eklendi (%100°ltk ethanol distile suda dilue edildi),
vortekslendi ve 14,000 rpm’de 7dk spin attirildi. Ethanol pellete zarar vermeden
pipetaj yapilarak, mumkiin oldugunca dikkatli bir sekilde uzaklastirild.

8. Son olarak, ethanol slpernatant uzaklastirildiktan sonra, tupler kalan etanolun

buharlasmast igin agik tutuldu (5dk kuru-hava).

DNA ekstraksiyon prosedurt dretici firmanin talimatlarina gére QlAamp DNA

Kit (Qiagen Inc., Germany) ile gerceklestirildi ve hazirlanan DNA —20 °C’de sakland.
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3.3. Eksrakte DNA’ min safhginin degerlendirilmesi

Her bir 6rnek icin toplam DNA miktar1 ve safligi (CHE BIOS UV/Vis) spektro-
fotometre ile degerlendirilmistir. Ornekdeki DNA miktar: ng/ul olarak belirlenmis ve
protein Kirlilikler i¢in de A260 / 280 oran1 hesaplanmistir. A260 / A280 orani degeri 1.7
— 2.0 oldugunda, DNA amplifikasyonu icin yeterli olarak Kabul edilmistir'®*. Elde
edilen DNA ektraktlar: hedef dizilerin tespiti icin PCR ile amplifiye edilene kadar -20 °

C'de saklanmustar.

3.4. Hedef Dizilerin PCR ile Analizi

3.4.1 PCR ile Amplifikasyon:

Orneklerde éncelikle H.pylori varhginin tespiti icin gImM (iireaz C) geni igin
spesifik primerlerin kullanildigi PCR islemi gerceklestirilmistir'®. H. pylori pozitif
orneklerde cagA, cagE, cagT, cagG, cagM, vacA sl, vacA s2, vacA ml ve vacA m2
genlerin varlhigini tespit amac ile her bir hedef igin spesifik sentetik kisa oligonukleotid
dizilerinin (primerler) kullanildigi PCR amplifikasyonu gerceklestirilmistir'®¢187.188189
PCR ile amplifikasyon icin 0.5 mI’lik ependorf tipler icerisinde kalijp DNA’da dahil
toplam 25 pL master miks hacmi kullanilmistir. Bltun amplifikasyon islemleri MJ Mini
BIO-RAD termalcycler cihazinda gerceklestirilmistir. H.pylori icin internal kontrol
olarak cagPAI-pozitif H. pylori 26695 susu kullanilmistir'®> %, Amplifikasyon islemi

icin kullanilan primerler ve PCR sikluslar:1 Tablol’ de verilmistir.
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Tablo 1. Amplifikasyon islemi igin kullanilan primerler ve PCR asamalari

Gene/ PCR conditions References
Primers  Sequence Size

gimM  F: AAG CTT TTA GGG GTG TTA GGG 93°C. 1 min: 55°C, 1 294 186,188

GTTT min; 72°C, 1 min bp and 190
R: AAG CTT ACT TTC TAA CAC TAA (35 cycles)
cGe

cag A F: GAT AAC AGG CAAGCT TTT GAG G  94°C, 1 min; 55°C, 1 min; 349 186, 188

R: CTG CAAAAGATT GTTTGG CAGA 72°C, 2 min bp and 24
(35 cycles)
cag E F: 94°C, 1 min; 53°C, 45sec; 508 15,27, 28
TTGAAAACTTCAAGGATAGGATAGAGC 72°C, 45 sec bp And191

R: GCCTAGCGTAATATCACCATTACCC (35 cycles)

cagT F: CCATGTTTATACGCCTGTGT 94°C, 5 min; 57°C, 30 sec; 301 186
R: CATCACCACACCCTT TTGAT 72°C, 1 min bp
(35 cycles)
cag G F: GCCATGTTAACACCCCCTAG 94°C, 1 min; 54°C, 1 min; 497 188
R: TTAATGCGCTAGAATAGTGC 72°C, 2 min bp
(35 cycles)
cag M F: 94°C, 1 min; 55°C, 1min; 587 188
ACAAATACAAAAAAGAAAAAGAGGC  72°C, 1min bp

R: ATTTTTCAACAAGTTAGAAAAAGCC (35 cycles)

vacAsl F: GTC AGC ATC ACACCGCAAC 94°C, 1 min; 52°C, 1 min; 190 192, 193
R:CTG CTT GAATGC GCC AAAC 72°C, 1 min bp and 194
(35 cycles)
vacAs2 F: GCT AAC ACG CCA AAT GAT CC 94°C, 1 min; 54°C, 1 min; 199 193
R:CTG CTT GAATGC GCCAAAC 72°C, 2 min bp
(35 cycles)
vacAml  F: GGTCAAAATGCGGTCATGG 95°C, 30 sec; 55°C, 30sec; 290 184,193
R: CCATTGGTACCTGTAGAAAC 72°C, 4 min bp
(35 cycles)
vacAm2  F: GGA GCC CCA GGA AACATTG 94°C, 1min; 56°C, 30sec; 352 184,193
R: CAT AACTAG CGCCTTGCAC 72°C, 4 min bp
(35 cycles)
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3.4.2. PCR Urunlerinin Degerlendirilmesi

Amplifikasyon islemi sonunda her bir 6érnekden alinan 6ul amplikon, 5 pl / 100
mL etidyum bromdr ihtivaeden 1X Tris-asetat-EDTA ile hazirlanan, % 2’ lik agaroz
jelde acilan kuyulara yerlestirildi. Jele agilan her iki uctaki birer ve bir de ortada olmak
Uzere en az 3 kuyuya yine 6ul miktarinda 100 bp DNA Ladder Plus marker ilave edildi.
Yuklemeler tamamlandiktan sonra jel 120V da 20 dakika elektroforeze tabii tutuldu.
Sire sonunda distile su ile yikanan jeller gorintiileme cihazina yerlestirilerek (Gel logic
1500 imaging system, ayrim gucl: 1708x1280 pixel, Kodak Company, NY, USA)
goruntulendi.
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4. BULGULAR

Bu calismada H.pylori’ nin nin gastroduodenal patolojilerde gastrik mukozadaki
kolonizasyon sikliginin tespiti ve insidans sikligindan hareketle epidemiyolojik olarak
muhtemel iliskinin ipuclarinin aranmas: kadar, H.pylori’ ye ait farazi virulans faktorleri
ve bu genlerdeki polimorfizmin histopatolojik degisimler (zerindeki muhtemel
etkilerinin tespiti de amaglanmistir. Dogal olarak da gastrik mukozadaki histopatolojik
degisikliklerin derecelendirildigi, ki gastrik infalamasyonun siddeti, inflamatuvar
hlcrelerin gesitliligi ve en nihayet gastrik mukoza hiicrelerinde gorilen degisimlerin
skorlanarak tan: aldig1 patoloji sonuglari bizim amacimiza uygun 6rneklerin tespiti igin
gerekli ve vyeterliydi. Kaldiki kendi tan: kriterlerimize go0re degerlendirdigimiz
progressif bir calisma, ki ne Mikrobiyolojik tani yontemleri ile ne de lezyonun
endoskopik bakida makroskopik bulgular ile skorlanmasi mumkin ve yeterli
olmayacakti.

Calismada C.U Tip Fakiiltesi ve Tebriz Universitesi T1p Fakiiltesi Patoloji Ab.D
arsivlerinde parafin bloklar icerisinde saklanmakta olan ve histopatolojik olarak
hematoksilen eozin ile boyali preparatlarin incelenmesi sonucu, her iki kurumdan da
esit sayida olmak lizere, 80’i gastrik adenokarsinom 80’i de kronik gastritli hastalara ait
olmak Gzere alinan toplam 320 6rnek dahil edilmistir.

Gastrik biyopsi drneklerinin 91 (% 28.44)’inde H.pylori igin spesifik olan gimM
dizilerinin varligi PCR ile yapilan amplifikasyon sonucunda belirlenmistir. En ylksek
orandaki H. pylori pozitifligi %35 ile C.U Tip Fakiltesi Patoloji Ab.D’dan saglanan
kronik gastritli hastada 6rneklerinde gorulirken en dustik orandaki pozitiflik %21.25
oran ile Tebriz Universitesi Tip Fakiltesi Patoloji Ab.D’dan alinan gastrik

adenokarsinomali hastalardan elde edilmistir(Tablo-2, Sekil 28).
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Tablo 2. H pylori gImM pozitifliginin merkez ve hasta gruplarina gére dagilimi.

Histopatolojik tam
Merkez Gastrik kanser Kronik Gastrit Toplam
say1 % say1 % say1 %
C.UTip 19 23.75 28 35.00 47 29.37
Tebriz Tip 17 21.25 27 33.75 44 27.50
Toplam 36 22.50 55 34.38 91 28.44
Sekil 27. glmM’ nin ( 294 bp) elektroforez sonucu gorintis.
o m Ga_strik ca

m Kronik gast.

Kronik gast.

Gastrik ca

Tebriz Tip

Toplam

Sekil 28. H pylori gimM pozitifliginin merkez ve hasta gruplarina gore dagilima.
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H.pylori pozitif hasta gruplarina ait biyopsi 6rneklerinde, H.pylori doku
patolojisi ile iligkilendirilen ve bizim de calismamizda degerlendirdigimiz virulans
faktorlerinden vacA’ y1 kodlayan vacA’ nin hedef gen dizilerinin, her iki merkezden
temin edilen orneklerde de, kronik gastritli ve gastrik kanserli, hasta Orneklerinin
tamaminda pozitif oldugu, buna karsihik cagA’ yi1 kodlayan cagA’nin ise % 81.48
(22/27) ile en yiiksek oranda Tebriz’ den alinan kronik gastritli hastalara ait 6rneklerde
bulundugu en disuk oranin ise % 57.14 (16/28) ile Cukurova bélgesi hastalarina ait
orneklerde tespit edildigi gorildi(Tablo3 ).

Tablo 3. Her iki merkezden temin edilen 6rneklerden izole edilen cagA ve vacA oran

Histopatolojik tani
Merkez Hedef Gastrik kanser Kronik Gastrit Toplam
dizi say1 % say1 % say1 %
C.UTip cagA 15 7894 | 16 57.14 31 | 6595
vacA 19 100 28 100 47 27.50
Tebriz Tip | cagA 10 58.80 22 81.48 32 72,72
vacA 17 100 27 100 44 100

—
100
80
60
40 H cagA
m vacA
20
0 vacA
GK-Cukurova
¢ GK-Tebriz cagA

KG-Cukurova

KG-Tebriz

Sekil 29. cagA ve vacA pozitifliginin merkez ve hasta gruplarina gére dagilimi.

53



vacA’nin “s” ve “m” allelerinin hucredeki histopatolojik degisiklikler igin
belirleyici 6zellik tasidigi varsayimindan hareket ile, bizde calismamizda vacA’nin
allelik dagilimini ve bu allelerin cagA ile korelasyonunu degerlendirdik. Allel spesifik
primerler kullanarak yaptigimiz amplifikasyon galismasinda en sik karsilasilan alleli
olan s1m2’nin 12 (%63.2) biyopsi Ornegi ile Cukurova bolgesi gastrik kanserli hasta
orneklerinde tespit edildigi, en distk sayida pozitifliginde 2 (%7.1) 6rnekdeki s2ml
alleli ile yine C.U Tip Fakiiltesi patoloji Ab.D.’den alinan Cukurova bolgesi kronik
gastritli hasta biyopsilerine ait oldugu, her iki merkezden alinan gastrik kanserli hasta

orneklerinden hig birisinde “s2” allelinin bulunmadig: tespit edildi(Tablo4).

Sekil 30. vacAsl1’ in (190 bp) elektroforez sonucu goriintisu

Sekil 31.vacAm1’ in (290 bp) elektroforez sonucu gorintisu
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Tablo 4. Her iki merkezden temin edilen érneklerden izole edilen vacA genotiplerinin oran:

Allel
Histolojik | prerkez siml sim2 s2ml s2m2
say1 % say1 % say1 % | say1 %
Gastrik c.U 7 36.8 | 12 |63.2 0 0 0 0
kanser T.U 6 35.3 11 | 64.7 0 0 0 0
Kronik c.U 7 25 13 53.6 2 7.14 6 21.4
gastrit T.U 6 |222| 14 |518 2 741 5 | 185

vacA allellerinin cagA®™ H. pylori suslar arasindaki dagihmlarinin
degerlendirilmesi sonucunda ise her iki merkezden alinan her iki hasta grubundaki
vacA-sim1 alleline sahip 6rneklerin tamaminin  cagA™ H. pylori suslar olduklari,
Tebriz Universitesi Tip Fakiiltesi, Patoloji Ab.D’dan alinan kronik gastritli hasta
biyopsi orneklerinde de yine cagA™ H. pylori suslar arasindaki vacA-slm2 ve s2ml
allelik varyatlarin pozitiflik oranlarinin % 100 oldugu yani bu allele sahip suslarin

tamaninda cagA’nin pozitif oldugu tespit edilmistir.(Tablo5, Sekil32a ve 32b).

Tablo 5. cagA™ H. pylori pozitif bulunan biyopsi 6rneklerindeki vacA allellerinin dagihim.

Allel
Histolojik Merkez siml slm2 s2ml s2m2
say1 % say1 % say1 % | sayr %
Gastrik c.U 7/7 | 100 | 8/12 | 66.7 0 0 0 0
kanser T.U 6/6 | 100 | 4/11 | 36.4 0 0 0 0
Kronik c.U 7/7 | 100 | 8/13 | 615 1/2 59 | 0/6 | 214
gastrit T.U 6/6 | 100 | 14/14 | 100 2/12 | 100 5 18.5
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Gastrik kanserli hastalarda sim2 oran1 Cukurova ve Tebriz bolgesi drneklerinde
sirast ile % 63.15 ve % 64.7 gibi oldukga yiksek oranlarda gorilmesine Kkarsilik bu
suslardaki cagA pozitiflik oraninin yine sirasi ile olmak tzere % 66.7 ve % 36.4 olarak
bulunmas1 vacA simil alleline sahip cagA® H. pylori suslarinin hiicredeki patolojik

degisimlerin evresinden bagimsiz olarak vacA s1m2 alleline sahip cagA™ H. pylori

120,00%
100,00%
80,00%

@A.Ch.G

pozitif suslara gore daha yiiksek oranda oldugunu ortaya koymustur.
60,00%
& Cancer

’ IIIIIIII.. v

vacAsla vacAs2 vacAm1 vacAm2 vacAsl/ml vacAsl/m2 vacAs2/ml vacAs2/m2

40,00%

20,00%

0,00%

Sekil 32. a: Tebriz bolgesi aktif kronik gastrit ve gastrik adenokarsinomal: hasta biyopsi 6rneklerindeki
vacA genotiplerinin dagilimininin Karsilastirilmasi.
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Sekil  33. b: Cukurova bélgesi aktif kronik gastrit ve gastrik adenokarsinomali hasta biyopsi
orneklerindeki vacA genotiplerinin dagilimininin karsilagtiriimasi.
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cag-PAl’da kodlanan ve cagA’nin konak hicre icerisinde translokasyonunda
gerekli olan T4SS yap1 proteinlerinden enfekte gastrik mukozadaki histoptolojik
degisikliklerden sorumlu olabilecekleri iddia edilen konak hicreye baglanma ve
inflamatuvar cevabin ortaya c¢ikisindan sorumlu tutulan genlerden cagE her iki
merkezden alinan gastrik kanserli hasta gruplarina ait biyopsi drneklerinde, yine her iki
merkezden alinan kronik gastritli hasta grubu biyopsi drneklerine gore istatistiki yonden
anlamli derecede (p<0.05) yuksek oranda pozitif bulunmustur. cagT gen pozitifliginin
merkezler ve hasta gruplar arasindaki dagiliminda oransal olarak da bir fark tespit
edilememesine Kkarsilik, cagG ve cagM genleride ilging bir sekilde yine bitln gruplarda
degerlendirilemeyecek kadar disik sayr ve oranda bulunduklart ve bu 4 genin

tamaminin cagA* H. pylori suslar olduklar: gorilmiistiir(Tablo 6).

Tablo 6. cagPIA da kodlanan énemli bazi genlerin 6rneklerdeki oranlari.

cag-PIA da kodlanan genler
Histolojik Merkez cagE cagT cagG cagM
say1 | % say1 % say1 % | say1 %
Gastrik c.U 11 | 57.9 5 26.3 1 5.3 0 0.0
kanser T.U 9 52.9 4 23.5 2 11.7 1 5.9
Kronik Cc.U 9 32.1 8 28.6 3 10.7 1 3.6
gastrit T.U 10 | 370 7 25.9 3 J121] 1 | 370

Biyopsi orneklerinin alindigi merkezler bazinda cag-PIA genlerinin dagilimi
karsilastirilmis, cagA’nin Cukurova bélgesi gastrik kanserli hasta biyopsi érneklerinde
kronik gastrite ve Tebriz bolgesi gastrik kanserli hasta biyopsi 6rnekleri oranlarina gore
daha yuksek olmasina, karsilik cagE’nin her iki merkezden alinan gastrik kanserli hasta
biyopsi orneklerinde kronik gastritli hasta 6rneklerine gére daha yiiksek oranda oldugu
tespit edilmistir (Sekil 33a ve 33Db).
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Sekil 34.a: Tebriz bolgesindeki kronik gastrit ve gastrik adenokarsinomali hasta biyopsi drneklerindeki
cag-PAl genlerinin dagilimininin karsilagtiriimast.
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Sekil 35. b: Cukurova bélgesi kronik gastrit ve gastrik adenokarsinomali hasta biyopsi drneklerindeki
cag-PAIl genlerinin dagilimininin karsilastirilmasi.
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Calisma sonunda elde edilen bulgular 6rnek merkezli olarak hasta gruplarina
gore dagitildiginda her iki bolgeden alinan 6neklerde vacS1m2’nin, kanserli hasta
grubunda ise Cukurova bdélgesi hasta biyopsi ¢rneklerindeki cagA yuksekligi dikkat
cekici bulunmustur (Tablo-7, Sekil-34a ve 34b).
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Sekil 36. a: Tebriz bolgesi kronik gastrit ve gastrik adenokarsinomali hasta biyopsi érneklerindeki vacA
alleleri ile cag-PAI genlerinin dagilimininin karsilagtiriimast.
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Sekil 37. b: Cukurova bolgesi hastalarindaki kronik gastrit ve gastrik adenokarsinomal hasta biyopsi
orneklerindeki vacA alleleri ile cag-PAI genlerinin dagiliminimin karsilastiriimasi.

Merkez bazinda yapilan analizde kronik gastritli hasta biyopsi 6rneklerinde cagA
Tebriz bolgesi orneklerinde Cukurova bdlgesi Orneklerine gore istatistiki derecede
anlamli olarak yuksek bulunmusken (Tablo-3, sekil-29) digger farazi virulans faktorleri
arasinda fark goérulmemistir (Sekil-35).
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Sekil 38. H. pylori virllans faktorlerinin aktif kronik gastritli hasta biyopsi érneklerindeki merkezlere
gore dagilimu.

Buna karsilik gastrik kanserli hastalarda da cukurova bolgesi orneklerinde
Tebriz 6rneklerine gore yine cagA’ pozitifliginde istatistiki yonden dnem gosteren fark
tespit edilmis (Tablo-3, sekil-29) diger farazi virllans genlerinde fark tespit
edilememistir(sekil-36).
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Sekil 39. Tebriz ve Cukurova bdélgesi gastrik adenokarsinomali hasta biyopsi érneklerinde ki vacA
alleleri ile cag PAI genlerinin dagilimi.
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Bu ¢aligma sonunda elde edilen verilerin tamam1 merkez ve hasta grubu 6zelligi
gOzetilmeksizin degerlendirildiginde cagM’in ¢ok dusik oranda gorilmesine karsilik
vacA alleleri 6rneklerin tamaminda pozitif bulunmustur(Sekil-37a, sekil-37b,).

Hasta gruplar: dikkate asindiginda vacA, cagA ve cagM’in kanser gruplarindaki

yuksekligi istatistiki yonden énemli bulunmiustur( Tablo-7).

BEcagA

@ cagE

W cagT
#@cagG

& cagM

W vacAsla

@ vacAs2
@cacAml
@vacAm2
#vacAsl/ml
#vacAsl/m2
#vacAs2/ml

#vacAs2/m2

Sekil 40 a: Merkez ve hasta grubu farki gézetmeksizin H.pylori genlerinin ortalama sikhigr.

90,00% 83.51%
80,00%

69,23%
70,00% — 67,03%

0
60,00% 58, 24 %
50,00% 42, 85%
40,00% oA 96% 0
30,00% 26,37% 28, 57 %
20,00% 16 48%
9,89% 12, O£_3 %
10,00% - 3.29% " 39%
0,00% - .
ad &
c_;b% o‘b% 0<z>°0 q,% c?’ 83. %Q?. ?’ c? %\\6\ %\\& Q Q’
Ry 4 N Ry B Ba B N
Ry R & &

Sekil 41. b: Merkez ve hasta grubu farki gézetmeksizin H.pylori genlerinin ortalama siklig1.
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Tablo 7. Merkezler ve hasta gruplarina gore belirlenen H.pylori genlerinin dag:l:m:

Genotip Aktif kronik Gastrit Gastrik adenokarsinom Toplam
fran Turkiye | x? P degeri | Iran Turkiye | x? | Pdegeri | (n=91)
(n=27) | (n=28) (n=17) | (n=19)

cagA 22 16 3.813 | 0.050 10 15 1.712 | 0.1907 | 63(69.23)
(81.48) | (57.14) (58.8) | (78.94)

cagE 10 9(321)| 0146 | 0702 |9 11 0.089 | 0.7652 | 39(42.85)
(37.0) (52.94) | (57.89)

cagT 7 8 0.049 | 0.8257 |4 5 0.037 | 0.8472 | 24(26.37)
(25.92) | (28.57) (23.52) | (26.31)

cagG 3 3 0.002 | 09624 |2 1(5.26) | 0.496 | 0.4811 | 9(9.89)
(11.11) | (10.72) (11.76)

cagM | 1 1(357) [ 0.001 | 09791 |1 0 1.150 | 0.2836 | 3(3.29)
(3.70) (5.88)

vacAsl | 20 20 0.049 | 0.8257 | 17 19 -- -- 76
(74.07) | (71.42) (100) | (100) (83.51)

vacAs2 |7 8 0.049 | 0.8257 |0 0 -- -- 15
(25.92) | (28.57) (16.48)

vacAml | 8 9 0.041 0.8402 | 6 7 0.009 | 0.9231 | 30
(29.62) | (32.14) (35.29) | (36.84) (32.96)

vacAm2 | 19 19 0.041 | 0.8402 | 11 12 0.056 0.8134 | 61
(70.37) | (67.85) (64.70) | (63.15) (67.03)

vacA 6 7 0.059 0.8085 | 6 7 0.009 | 0.9231 | 26

si/ml | (22.22) | (25) (35.29) | (36.84) (28.57)

vacA 14 13 0.016 0.8984 | 11 12 0.056 0.8134 | 53

s1/m2 | (51.85) | (53.57) (64.70) | (63.15) (58.24)

vacA 2 2 0.001 | 0.9699 |0 0 -- -- 4

s2/m1 (7.40) | (7.14) (4.39)

vacA 5 6 0.073 | 0.7874 | 0 0 -- -- 11

s2/m2 | (18.51) | (21.42) (12.08)
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5. TARTISMA

H. pylori’nin gastrik mukozadaki kolonizasyonunu tespit edildigi glinden
itibaren, bakterinin gastroduodenal patoloji, patojenite ile iliskili muhtemel
mekanizmalar, tedavi ve profilaksi ile korunma yollarinin tanimlanmas: ve
aydinlatiimas icin gesitli calismalar yapilmistir. Ozellikle 1994 yilinda H.pylori’ nin
tip-1 karsinojenler sinifina dahil edilmesi, 6zellikle son derece yaygin olan ve diinya
genelinde mortalitenin en sik gorilen sebeplerinden birisi olan gastrik kanserler ve
H.pylori calismalarina hiz vermistir®. Ancak mevcut epidemiyolojik bilgiler 1s1ginda
yapilan tahmini degerlendirmelere gore saglkli asemptomatiklerde % 60-90 gibi
yuksek prevalansa sahip olan gastrik H. pylori kolonizasyonu, 10 yillik bir surede
kolonize kisilerin % 8-10’unda bir gastroduodenal patoloji ile, gastroduodenal patoloji
gelisenlerden de %2-4’Un de yine 10 yillik bir periyodda gastrik adenokarsinoma ile
sonlanabilmektedir. Soru: Son %2-4’e giren gruplar igin belirleyici ve prediktiv tan
degeri tasiyan bakteriye veya konaga ait faktor veya faktorler varmidir?  Her
asemptomatik tasiyicilik neden gastrik malignenesi ile sonlanmiyor? Tip-I karsinojen
tanimlamasinin tizerinden yaklasik olarak 22 yil gecmis olmasina ragmen; H.pylori’ nin
gastrik mukozadaki kolonizasyonunun premalignite i¢in prediktiv bir bulgu sayilabi-
lecegi soylenebilir mi? Gastrik kanserden sorumlu 6zel suslar veya virulans faktorleri
varmidir? Konak ve cevresel faktorler ile etkilesim malignitenin hangi evresinde
sekillenir? Benzer ¢ok sayidaki ¢alismaki gibi bu projenin amac: da bu sorulara cevap
aramak, en azindan H.pylori’ye ait kanser olusumu ile iliskileri ispatlanmaya c¢alisilan
farazi virllans faktorlerinin 6n tan: igin degerlerini arastirmakti.

Gastrik  kanserlerde dahil olmak (zere gastroduodenal hastaliklarin
patogenezinde en ¢ok suclanan ve bu sebeple de tzerinde en ¢ok calisilan H. pylori
virtlans faktori cag PAI’da kodlanan proteinler ve 6zellikle effektor protein CagA
olmus, gastrik mukozada cagA pozitif H.pylroi kolonizasyonu, mevcut veya ileri de
olusabilecek muhtemel bir patolojik degisiklik icin on haberci olarak kabul edilmistir.
Patofizyolojik olaylarin izah edilmeye calisildigi ilk arastirmalarda gastrik biyopsi
orneklerinde yogun olarak cagA pozitif H. pylori suslarinin prevalans: arastirilmistir.
Bahreyn, Israil ve Urdiin'de yapilan ¢alismalarda cagA pozitif H. pylori prevalans: %25-
60 arasinda bildirilirken, Turkiye’ nin de dahil oldugu Tayvan, Malezya ve Hindistan
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gibi diger bazi tilkelerde ise bu oranin % 60-80 arasinda degistigi bildirilmistir'*®. iran’
da, Tahran, Jahrom ve Tebriz'de, yapilan ¢alismalarda cagA pozitifliginin siras: ile %
62, % 92 ve % 68.7 gibi genis bir aralikta oldugu gosterilmistir®®9"1%1% gy
calismalarda kullanilan yontemler ve secilen hasta gruplar standardize edilmedigi igin
sonuglart bir metaanaliz sonucu olarak kabul etmek dogru olmayacaktir. Ancak gerek
genel de gastrik mukozada H. pylori prevalans: gerekse H. pylori suslarindaki cagA
yani cagPAI pozitiflik oranlar1 komsu iki tilke olan Turkiye ve iran’da biyiik benzerlik

18 fyi komsuluk iliskileri cercevesinde turizm veya ticaret amacl insan

gostermektedir
hareketlerinin sik yasandig: bu iki Ulkede iklim, cografya ve beslenme aliskanliklar
arasinda da buyuk benzerlikler bulunmaktadir. Bu yakinlik 6zellikle bilinen en énemli
bulas kaynag: ve tasiyicisi insan olan enfeksiyonlarin etyolojileri arasinda da genotip
duzeyinde bir benzerligi kaginilmaz hale getirmektedir. Bu ¢alismada iki tlkeden veya
merkezden histopatolojik yonden ayni tan1 yontemleri ile degerlendirilmis ve ayni taniyi
almis alinan hasta gruplarina ait biyopsi 6rneklerinin segilmesindeki amag ¢ok tartisilan
ve bakteriyel faktorlerin yaninda kisiye ve cevreye ait faktorlerinde etkili oldugu
dustinilen iki farkli cografyadaki H. pylori izolatlarinin gastroduodenal patolojiye
katkilar1 ve sahip olduklar1 farazi virulans faktorlerinin prevalansinin tespiti
amaclanmistir. Boylece birbirlerine bir mikroorganizmay: bulastirma riski ¢ok dusuk
olan ancak benzer cevre sartlarinda yasayan iki toplumdaki ayni hastalik gruplarinda H.
pylori prevalans: degerlendirilerek ayni genotiplerin patofizyolojik degisiklikler ile
iliskileri ortaya konamaya calisilacak ve basta cagA olmak Uzere cagPlA’da kodlanan
genler ve proteinleri ile diger virulans faktorleri igerisinde prognoz igin 6n tan: degeri
tasiyanlar belirlenmeye calisilacaktir.

Biz calismamizda kronik gastrit ve gastrik adenokarsinomal: hastalara ait esit
sayidaki paraffin blok icerisnde saklanan gastrik biyopsi 0Orneklerini kullandik.
Calismada saglikli asemptomatik hastalara ait drnekler, her iki tlkede yapilan dnceki
prevalans calismalarindan elde edilen sonuglarinin bilinmesi ve etik sebepler ile,
Ozellikle yuksek prevalansa sahip Ulkelerde asemptomatik hastalara endoskopi ve
biyopsi islemlerinin yapilmasinin dogru olmayacag: distncesi ile, ¢calisiimamistir.

Biyopsi 6rneklerinde, indikator olarak kullanilan glmM dizilerinin varligina gore
yaptigimiz degerlendirmede, H. pylori gastrik mukoza kolonizasyonun; Cukurova ve

Tebriz bolgesi kronik gastritli hasta 6rneklerinde siras: ile % 35.00 ve 33.75 olmak
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Uzere ortalama olarak % 34.38, gastrik adenokarsinomal: hasta ¢rneklerinde de yine
sirast ile % 23.75 ve % 22.25 olmak Uzere ortalama olarak % 22.50 oranlarinda oldugu
tespit edildi (Tablo 2). Her iki tlkeden farkli gruplar tarafindan bildirilen asemptomatik
prevalans degerlerinin ¢ok altinda olan oranlarimizin kendi igerisinde Ulkeler ve vaka
gruplari arasinda oldukga benzer olmasi dikkat cekicidir. Kronik gastritli vaka
gruplarimizda, gastrik kanserli hasta gruplarimiza gore istatistiki yonden anlamli olan
prevalans farkimiz; bu hastalik icin H. pylori kolonizasyonunun gastrik kanserli
hastalara gére daha anlamli iligki igerisinde oldugunu ima etse de, genel prevalans
sonuclart dikkate alindiginda: ne hasta grubu ne de gastrik adonokarsinomalar ile H.
pylori kolonizasyonu arasindaki giicli bir birlikteligi gostermemektedir. Ancak H.
pylori’nin sadece gastrik hucrelerde adezyon gosterip ve kolonize olarak ¢ogalmasina
karsilik gastrik adenokarsinomanin karekteristigi olan, intestinal veya diffuz tip htcre
metaplazisi gorulen alanlarda enfeksiyon olusturup cogalamamasi, gastrik
adenokarsinomalarda histopatolojik degisimlerin karekterize edildigi bu alanlardan
alinan biyopsi materyallerinde H. pylori’ nin gosterdigi disuk prevalans icin bir izah
olabilir. Fakat daha da énemlisi ¢alisilan biyopsi érneklerinin parafin bloklardan alinan
ince kesitler olmasidir. Fresh doku 6rnekleri ile yapilan PCR bazli ¢alismalarda daha
biylk doku parcalarinin kullanilmas: ve PCR ile amplifikasyon isleminde 6rnekde
formalin veya ksilen gibi inhibitorlerin bulunmasi asemptomatik veya semptomatik
gruplardaki yiksek prevalansin sebebidir. Oysa ister gastrik kanserli doku, ister kronik
gastritli doku Ornekleri parafin bloklar igerisine alinirken ve bloklardan ¢ikartiima
islemleri esnasinda DNA’da olusan hasar ve amplifikasyon karigimina karigan parafin
blokdan gelen formaldehit veya ksilen gibi bazi enzim inhibitorleri amplifikasyon
sansini azaltir ve prevalans gercek oraninin altinda tespit edilebilir'®® 2°°. Bu sonug
calisma planlanirken gbze alinmis bir risk olup calismanin amacida “H.pylori
prevalansi” olarak degil “H.pylori virulans faktorlerinin prevalansi” olarak
belirlenmistir.

Atasal olarak patates kanserinden sorumlu oldugu bilinen A.tumefaciens adh
bakteriden yayildigi distnilen cagPAI’in effektori olan cagA’ nin hiicrelerde
fosforilasyon yolu ile hiicre ici sinyal yolaklarint bozdugu, hicreler arasi baglarin
koparak hiicrelerin sekillerinin bozulmasina, karakteristik kumru benzeri sekil almasina

ve nihayet hicre 6limin0 hizlandirarak Ulseratif lezyonlarin olusumuna sebep oldugu
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gosterilmistir. ister fizyolojik, ister sitotoksik ve immunolojik sebepler ile olsun
biyolojik saatin bozulmasi buna karsilik kontrolsiiz ve hizli hiicre rejenerasyonu ile
ulseratif lezyonlarin tamiri ¢abasinin, neoplastik transformasyon ve 0Ozellikle intestinal
tip hlicre metaplazisine sebep olacag: dusunulmus ve gastroduodenal patoloji igin cagA’
nin Onsart oldugu iddia edilmistir. Bu agidan degerlendirilerek cagA’nin yapisi ile
epidemiyolojik sonuglara dayali klinik 6nemi ¢ok sayidaki ¢alismada tartisilmistir. Biz
bu calismada cagA’nin hasta gruplar: icerisindeki prevalansini da hem cagPAIl’in
indikatori hem de patofizyolojik degisikliklerdeki muhtemel 6nemi agisindan
degerlendirdik. Cukurova kokenli H. pylori pozitifligi tespit edilen 6rneklerde cagA*
H.pylori prevalansimiz kronik gastritli ve gastrik adenokarsinomal: hastalarda siras: ile
% 57.14 ve % 78.94 olmak lzere toplamda %67.7 iken (Tablo 5), bu oranlar Tebriz
kokenli H. pylori pozitifligi tespit edilen hasta ornekleri icin sirasi ile; % 81.48, %58.8
ve % 67.05 olarak bulundu (Tablo 3). Burada ilging olan iki sonug dikkat gekicidir.
Bunlardan ilki her iki hasta grubu icin merkez bazli ortalama prevalans oranlarinin
benzer olmasi, ki Cukurova bolgesi biyopsi 6rnekleri icin %67.7 olan oran, Tebriz’den
alinan ornekler icin % 67.05 olarak bulundu, yani bu oranlar ve bdlge bazinda
istatistiki énem arz eden bir fark yoktu. Bir diger dikkat cekici bulguda Cukurova
bélgesi gastrik adenokarsinomali hastalara ait biyopsi drneklerinde % 78.94 olan cagA”
H. pylori pozitifliginin hem ayn1 bolgeden alinan kronik gastritli hastalarda elde edilen
%57.14° luk orandan hemde Tebriz kokenli gastrik adeno karsinomali hastalardan elde
edilen 9%58.8’lik orandan istatistiki yonden anlamli derecede (p<0.05) yiiksek
olmasiyd: (Tablo 5 ve 3). Buna karsilik Tebriz grubu hastalara ait 6rneklerden de kronik
gastritli hastalardaki %81.48 lik cagA™ H. pylori oram(Tablo 3) gerek bu bélgeden
gerekse, gastrik kanserlilerde dahil olmak Uzere, Cukurova boélgesinden temin edilen
hasta gruplarina ait biyopsi 6rneklerinden elde edilen oranlardan, yine istatistiki yonden
anlaml olacak sekilde, yiiksek bulundu. cagA™ H. pylori prevalans: bolgeler arasinda
degisiklik gostermektedir. Mesela gesitli calismalarda Ortadogu iilkelerinde cagA™ H.
pylori prevalansi %50-60 arasinda iken, Dogu Asya ulkelerinde hemen hemen izole
edilen suslarin tamaminin cagA* H. pylori oldugu tespit edilmistir. Tirkiye'de Saltik'in
ve arkadaglarinin yaptigi bir ¢alismada degelendirdikleri 45 Helikobakter izolatinda
cagA pozitiflik oraminin % 55.6 oldugunu ve cagA® H.pylori kolonizasyonu ile

gastroduodenal semptomlar arasinda anlamli bir iligki bulunmadigini tespit etmislerdir.

66



Bir baska calismada da Karaman ve arkadaslar: cagA™ H.pylori ile peptik tilser hastalig
arasinda anlaml: bir iliski bulmuslar ve H.pylori izolatlar1 arasindaki cagA pozitiflik
oranimin da % 65.5 oldugunu bildirmislerdir. iran’da yapilan calismalarda ise gastrik
mukoza biyopsi érneklerinden izole edilen H. pylori suslar: arasinda ise cagA™ H.pylori
pozitiflik oraninin % 44-91 arasinda degistigi bildirilmistir. Bizim her iki merkezden
alarak degerlendirdigimiz her iki hasta grubuna ait 6rneklerden elde ettigimiz
sonuclarimiz literatiirde belirtilen ve gastroduodenal patolojilerden izole edilen cagA*
H.pylori suslarindaki % 60-90’lere varan oranlar icerisindedir. Ancak Cukurova
bolgesini temsil eden C.U Tip Fakiiltesi Patoloji Ab.D’ndan alinan gastric karsinomal:
hastalara ait orneklerdeki cagA™ H. pylori oraninin kronik gastritlilere ait 6rneklerden,
Tebriz’ den alinan 6rneklerde de, kronik gastritli hastalara ait Orneklerde gastrik
kanserlilerin 6rneklerinden daha yiiksek oranda cagA® H.pylori pozitifliginin tespiti
ashinda cagA’nin virtlans igin 6nemli oldugunu ancak tek basina prognozu belirlemek
icin yeterli olmadigini1 gostermektedir.

CagA proteininin sitotoksik 0Ozellik tasimas: ve Ozellikle EPIYA motifini
kodlayan kasetin buyikligl ile histopatolojik degisikliklerin siddeti arasinda kuvvetli
iliski bulundugunun iddia edildigi donemde hiicre igerisinde Ozellikle nikleusa yakin
bolgelerde vakuol olusumuna yol agarak hiicreyi apopitoza gotirdigl, biyolojik saati
bozulan hucrelerin yerine Ulserlesen alan1 kapatmak (zere hizli hiicre proliferasyonu
oldugu, bu htcrelerin de immunolojik kontrolden kurtulanlarinin neoplastic degisimleri
baslattigi distndlmis, Ozellikle vacAsiml alleline sahip genotiplerin daha virtlan
olduklar1 biyopsi bazli calismalara dayandirilarak ileri stirilmisti. Biz ¢alismamizda
glmM pozitif yani H. pylori pozitif bulunan biyopsi 6rneklerine ait DNA ekstraktlarinin
tamaminda vacA varligini tespit ettik. vacA house-keepin gen olup, cagA gibi aksessuar
gen degildir ve bu sebeple normal sartlarda batin H.pylori suslarinda bulunur, ancak
gen ekspresyonu sarta bagli olarak susturulabilir. Yani butln suslarda vacA bulunurken
VacA bazi suslarda sekrete edilmeyebilir. Bu sebeple genelde H. pylori pozitif
orneklerdeki vacA bulgumuz normal sartlarda beklenen bir bulgudur. Biz vacA slml
genotipinin oranin1 Cukurova ve Tebriz kokenli érneklerde gastrik kanserlerde sirasi ile
% 36.8 ve 35.3 olmak Uzere birbirine yakin ve kronik gastritli drneklerden elde edilen
yine sirasi ile % 25 ve % 22 lik oranlardan nispeten daha yiksek olmakla beraber

hasta gruplart arasindaki pozitiflik oranlarinin  benzer oldugunu gorduk(Tablo-4).
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Ancak bu oranlar vacAs1m2 genotipi icin, gastrik kanserlilerde Cukurova ve Tebriz’den
saglanan biyopsi 6rneklerinde bu oranlar sirasi ile 66.7 ve % 36.4 gibi sitatistiki yonden
anlaml: olacak sekilde Cukurova grubunda daha yiiksek bulundu. Buna karsilik kronik
gastritlilerde sim2 allel pozitifligi Tebriz bolgesi 6rneklerinde % 100 olmak Uzere %
61.5’lik orandan istatistiki yonden anlamli olacak sekilde yuksekti. vacAslml
genotiplerinin tamaminin cagAH.pylori pozitif bulunan orneklerde gosterilmesine
karsilik vacAsim2 alleline sahip genotiplerinin cagA™H. pylori suslarda Cukurova ve
Tebriz bolgesi gastrik kanser tanili biyopsi drneklerinde sirasi ile % 63.2 ve % 64.1,
kronik gastrit 6rneklerinde de yine sirasi ile % 53.6 ve % 51.8 oranlarinda, kanserli
gruplarda nispeten daha yiiksek olmakla birlikte hasta gruplar: icerisinde son derece
benzer oranlarda oldugu gorildi. Bu bulgularin 1siginda vacAslml pozitif suslarin
tamamimin  cagA® H. pylori suslar oldugu bu sebeple bu suslarin viriilansinin daha
yuksek olabilecegi soylensede, genel olarak vacAslm2 suslarinin yine biitiin gruplarda
vacAsim1 genotipinden daha yiilksek oranda tespit edildigi bu yilksek oramim cagA™ H.
pylori suslarda da vacA sim1l alleine sahip olan cagA* H.pylori oranlarindan daha
yilksek olusu, gercekten vacA sim2/ cagA*™ H. pylori suslarinin vacA simi/ cagA* H.
pylori suslarindan daha aktif olduklarini, vacA simil/ cagA® H. pylori suslarinin
gastrik hiicrede apopitozu daha giicliu sekilde provoke ederek enfekte hiicrelerin gastrik
metaplazi i¢in neoplastic transformasyonuna izin vermeden programlanmis 6lim ile
kendi kendilerini yok ettikleri, buna karsilik daha az aktif olan vacA s2m1/ cagA* H.
pylori suslari ile olusan enfeksiyonlarda huicrelerin apopitoza yonlendirilemedigi, sonug
da kronik enfeksiyon ve neoplastik transformasyon ve nihayetinde metaplaziye
yatkinhigin arttigi soylenebilir. Diger taraftan gastrik kanserli hastalardaki H. pylori
virtlans faktorlerinin pozitiflik oranlarinin Tebriz’den alinan gastrik kanserli hastalara
ait orneklerden elde edilen oranlardan daha yuksek olusu, kanser olusumunda sus
oOzelligi kadar beslenme aliskanliklar: gibi gevresel faktorlerin, yas, sigara, alkol ve anti
inflamatuvarlar gibi gastrik mukozada kan akimini degistirebilecek ilaglarin
kullanilmas: gibi kisisel faktorlerin ve lezzyonun yasinin prognoz etkileyecegi
bilinmektedir.

Yaklagik 30 yili askin bir stiredir yapilan cagA ve vacA ile ilgili biyopsi bazl
epidemiyolojik ¢alismalar ile elde edilen verilerin, virilans ve doku patolojisi iligkisini

tatmin eder sekilde agiklhiga kavusturamamis olmasi, bakteriye ait baska faktorlerinde
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prognozu etkileyebilecegi stiphesini akla getirmis, basta adezyon ile iliskili hiicre yuzey
proteinleri olmak (izere ¢ok sayida yapisal eleman doku patolojisi ile iliskisi yonunden
calisiimigtir. Bu baglamda son yillarda CagE’nin CagA gibi effektor protein oldugu ve
gastrik epitele tutunmadan sorumlu olup, hucre ylzey proteinleri araciligi ile
hicrelerden interlokin-8 salgilanmasina yol agtigi gosterilmistir. Calismamizda cagE
ilging olarak Cukurova ve Tebriz bolgesi gastrik kanser tanili hasta biyopsi 6rneklerinde
sirast ile % 57.9 ve % 52.9 oranlarinda olmak (zere bu iki bdlgeden alinan kronik
gastrit tanili hasta biyopsi 6rneklerinden elde edilen, siras1 ile % 32.9 ve % 37.9’luk
prevalans oranlarindan istatistiki yonden anlamli sekilde olamk Uzere daha yuksek
bulunmustur. Lima V.P ve arkadaslar: gastrik kanserli hastalara ait 110 fresh biyopsi
ornegi ile yaptiklar1 ve 94 6rnek de H. pylori tespit ettikleri ¢alismalarinda, H. pylori
pozitif érneklerden % 53’(inde cagE pozitifligi tespit etmislerdir®. Bu bulgular: bizim
gastrik kanserli hasta orneklerinden elde ettigimiz bulgularimizin sinirlar: igerisindedir.
Calisma sonunda cagE’nin tek basina veya virB11l ile birlikte cagPAl ve kanser
olusumu igin prediktif bir bulgu olabilecegini sOylemislerdir. Benzer bir c¢alisma
sonucunda da Kocazeybek ve arkadaslari da cagE’nin diger viriilans faktorlerinden
bagimsiz olarak gastrik kanserler icin prediktif deger tasidigini séylemislerdir.
cagPAI’nin konak hiicre ile temasim saglayan ve sekrete edilen proteinlerin
uygunlugunu kontrol eden separon proteinler gibi ¢calisan CagG, CagT ve CagM
proteinleri de calismamizda degerlendirildi. Ancak butin gruplarda oldukca duslk
oranlarda bulunan bu genlerin her hangi bir sekilde, bir bdlgesel 6zellik veya

gastroduodenal patoloji ile, yorumlanmas: mimkin olmadi.
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6. SONUC ve ONERILER

Gastrik kanserler ve kronik gastritte hastaligin prognozunu etkiledigi diistiniilen
H.pylori ve H. pylori’ye ait en ¢ok spekiile edilen farazi virulans genlerinin prevalansi
ve bu genlerin suslar arasinda bolgesel fark gosterip gostermedigini tespit amaci ile
planlanan ve Iran ve Tirkiye’ daki iki merkezden, C.UTip Fakiltesi ve Tebriz
Universitesi T1ip Fakiiltesi Patoloji Ab.D, histopatolojik yonden degerlendirilerek tam
almig parafin blok icerisindeki gastrik biyopsi orneklerinin degerlendirildigi ¢alisma

sonunda;

1. Parafin bloklarin 6nerilen tum tekniklere ragmen H.pylori-PCR igin dustk
sensitivite gosterdigi,

2. Bu 0n kabule ragmen, kronik gastrit tanili 6rneklerdeki % 34.58’lik H. pylori
pozitiflik oraninin gastrik kanserlilerede tespit edilen % 22.50’lik oran gore daha
yuksek oldugu, sonuglarin her iki merkezde de benzer oldugu, bunun kanser
dokusundaki metaplazi alanlarinda H. pylori’nin tutunup ¢ogalamamasinin bir
sonucu olabilecegi,

3. cagA'H. pylori kolonizasyon oranlarimin  Cukurova bélgesinde gastrik
kanserlilerde kronik gastritli hasta orneklerine gore istatistiki yonden anlamli
sekilde (siras1 ile %78,95 ve %57.14, p< 0.05) yiksek bulunmasina karsilik
Tebriz Orneklerinde bu oranlarin tam tersine kronik gastritli 6rneklerde daha
yilksek (sirasi ile; % 58.80, % 81.48, p<0.05) bulunmasi, cagA'™H. pylori
enfeksiyonunun prognoz icin tek basina belirleyici olmadigi,

4. vacA geninin H. pylori gimM pozitif olan bitin érneklerde gortilmesi bu genin
house-keepin genlerden olmasinin bir sonucu oldugu

5. vacA allel analizinde her iki merkezden alinan gastrik kanserli doku
orneklerinde vacAslml ve vacAslm2 genotiplerinin kronik gastritli hasta
orneklerine gore daha yiksek oranda goruldigu, ayrica vacAslm2 genotipinin
de vacAslml genotipine gore daha yuksek prevalans oranina sahip oldugu,
gorilerek her iki merkez suslari arasinda vacA genotiplerinin benzer oranda

bulunduklar1 ve vacAslm2 genotipinin baskin oldugu,
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6. vacAsiml allelik tiplerin biitin hasta gruplarinda cagA™H. pylori suslarinda
bulunmasina karsilik vacAslmz2 allelik genotiplerin Tebriz’den alinan kronik
gastritli hasta 6rneklerinin tamaminda cagA*H. pylori suslart ile iliskili olmasina
karsihk diger hasta 6rneklerinde %36.4-66.1 gibi degisen oranlarda cagA'H.
pylori suslart ile iliskili olduklar1 gorulerek vacAsim1l ‘in her iki merkezde de
sadece cagA*H. pylori suslari ile iliskili olmasinin bu kombinasyonun yiiksek
virtlansi igin isaret sayilabilecegi,

7. cagPAl’ da kodlanan proteinlerden sadece cagE’nin her iki merkezde de gastrik
kanserli hastalarda kronik gastritli hastalara gore istatistiki yonden anlamli
sekilde sirastile ; % 57.9 ve % 52.9, % 32.1 ve % 37.0 olam Uzere daha yiiksek
oranda bulundugu ve bu suslarin tamamimn cagA™H. pylori suslar olduklar:
gorulerek, her ne kadar 6rnek sayisi ve Ornegin dogasindan kaynaklanan H.
pylori pozitif ornek sayisi yeterli olmasada vacAsl'cagE‘cagA’H. pylori
suslarin gastrik biyopsi 6rneklerindeki kolonizasyonunun tespiti malign prognoz
icin bir prediktif bulgu olarak degerlendirilebilir. Ancak bu giine kadar yapilan
benzer amaca yinelik calismalarin ortak sonucu olarak tam olarak
belirlenememis konak ve gevreye ait faktorlerden bagimsiz olarak bu markerlara
sahip suslarin hsitopatolojik degisimlerden tek basina sorumlu oldugunu
sOylemek bu calisma ilede mimkin olamamistir. Yinede bu amaca yonelik
olarak fresh doku orneklerinin kullanildigi sekans bazli yontemlerin de

kullanildig1 daha genis vaka gruplari ile yapilacak ¢alismalar ihtiya¢ vardir.
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