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OZET

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) 1994 yilinda Helicobacter pylori’yi birinci grup gastrik
kanserojen olarak ilan etti. Dunyadaki Helicobacter pylori enfeksiyonu frekansi ¢ok yiiksektir
ve buna paralel olarak mide kanserinden de oOliim diinyada ¢ok sik goriilmektedir.
Helicobacter pylori spiral, gram negatif, tek kutbunda birden fazla flagella ya sahip kronik
atrofik gastrit, peptik tlser, gastrik iilser, gastrik lenfoma gibi bir¢ok gastrik hastaligin etkeni
olarak gorulen bir bakteridir.

H. pylori’nin neden oldugu kronik gastritin prekanser6z bir patolojisi oldugu bilinmektedir.
Kansere giden yolda bu bakteriye ait baz1 6zelliklerin rolii tizerinde 6nemle durulmaktadir. H.
pylori ‘nin gastrik kanser gelisiminde rolii olabilecegi 6ngdriilen en dnemli faktor cagA
genotipidir. CagA antijeni ¢ogu klinik izolatda bulunan 128 kDa’luk hidrofilik bir proteindir.
CagA proteini epitelyal hiicrelere tutunmakta ve farkli suslarda sayica degisiklik gosteren
tirozin  bolgelerindeki EPIYA  motiflerinden  fosforilasyona  ugramaktadir(Tirozin
fosforilasyon motifleri). Bu tekrar dizilerini yiiksek rakamlarda bulunduran suglar gastrik

kanser ile daha yakindan iliskilendirilmektedir.

Son yillarda yapilan c¢esitli calismalarda cagA pozitif suslarin gastrik kanser gelistirme
oraninin 6nemli oranlarda oldugu gosterildi. CagA pozitifligi lizerinde yapilacak arastirma
sonuglart mide kanseri gelisme riski olanlarin 6nceden saptanmasina olanak verecektir. Su
ana kadar bu tarz ¢alismalar yapilmis ve cagA pozitifliginin saptanmasi amaci ile gesitli kitler
gelistirilmistir ancak bu kitlerin maliyetlerinin ¢ok yiiksek olmast kullanimlarini
kisitlamaktadir.  Bu c¢alisma ile olusturacagimiz rekombinant bir cagA proteini kendi
ulkemize ait olup Tirkiye’de 6zgul elisa testlerinde kullanilabilecek maliyeti diisiik calismalar

ve arastirmalar yapabilmemize olanak saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: cagA, rekombinant protein ekspresyonu, Helicobacter pylori, Gastrik
kanser, ELISA



ABSTRACT

World Health Organization classified Helicobacter pylori as a first class carcinogen in 1994,
Today Helicobacter pylori infection frequency and deads associated with gastric cancer is
very high in the world. Helicobacter pylori is a spiral, gram negative bacteria which seems to
be responsible of several gastric diseases including peptic ulcer, gastric ulcer and Malt
lenfoma.

Results of recent studies demonsrated that cagA was closely associated with H.pylori
patogenity. CagA is a 128kDa hydrophilic protein which holds on to epitelial stomach cells
and phosphorilated on it’s EPIYA regions. Those EPIYA regions are higly various and
associated with higher risk of developing gastric cancer than those infected with cagA

negative strains.

The aim of this study is to construct a prokaryotic expression system of Helicobacter pylori
cagA gene fragment to improve an Enzyme linked immunosorbant assay. Such studies will
lead us to cagA genotype serum samples earlier to determine the risk rate of Helicobacter

pylori infection on the way to gastric cancer.

Key Words: cagA, Helicobacter pylori, recombinant protein expression, gastric cancer, ELISA
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1. KURAMSAL TEMELLER

1.1 Helicobacter pylori’nin Tarihcesi

Gastrik mukoza {iizerinde goriillen spiral organizmalar son yiizyillda c¢ogu kez
vurgulanmustir. Italyan anatomist Giulio Bizzozero bu konudaki arastirmalarini bilim
diinyas: ile Helicobacter pylori’nin kultire edilmesinden 100 yil Once paylasmistir
(Bizzozero 1893). 1950’lerde calismalarin insana dayali hale gelmesine kadar cesitli
arastirmacilar iireazin, kedi ve kopek gibi cesitli karnivorlarin midesinde ¢ogunlukla var
oldugunu saptadi (Luck et al. 1924, Fitzgerald et al. 1950). Arastirmacilar ilk baslarda
bunlarin birbirinden bagimsiz gelismeler oldugunu ve gastrik iireazin mide epitel hiicreleri
tarafindan salgilandigini diistindiiler taaki Charles Lieber iireaz salgilanmasinin tetrasiklin
ile baskilanabilecegini ve Delluvanin germ-free hayvanlarin gastrik iireaz salgilamadig:
gosteren ¢alismalarina kadar (Lieber et al. 1959 ve Delluva et al. 1968). 1975’de Steer ve
Colin-Jones gastrik mukozada bulunan gram negatif bakterileri gastrit ile iliskilendirdi
(Steer et al. 1975). Fakat organizmay kiiltiir etmekdeki basarisizliklart buluslarinin gézardi
edilmesi ile sonuclanmistir. 1983 yilinda Warren ve Marshall’in gastrik mukozadaki
organizmalarla eriskinlerdeki antral gastriti iliskilendiren raporlarinin ardindan ise konu
tekrar giindeme tasind1 (Warren et al. 1983). Marshall ve Warren’in klinik 6rneklerden
Helicobacter Pylori’yi ilk kez izole etmeleri gastroentereloji ve mikrobiyolojide biyuk bir
devrim yaratti (Blaser 1994). Bu bakteri ilk baslarda Campylobacter jejuni’ye olan
morfolojik benzerligi yliziinden Campylobacter olarak anildi. 1984 de basarili olarak
kilture edildikten sonra ise Campylobacter pyloridis olarak isimlendirildi ancak daha sonra
gramer nedenleri yizinden Campylobacter pylori olarak degistirildi. Son zamanlara dogru
ise ‘Campylobacter’ cinsinden c¢ikartilip, ‘Helicobacter’ adli yeni bir cinse dahil edildi
(Goodwin et al. 1989). Su giinlerde Helicobacter
Pylori olarak adlandirilan bu bakteri uzun stiredir
peptik ilser lizerine yapilan g¢alismalarda basroli

oynamaktadir.

Son olarak 3 ekim 2005 tarihinde, Warren ve

|

Marshall H. pylori’yi kesfettikleri ve bu bakterinin 1 um

gastrit ve peptik {llserdeki roliinii gosterdikleri i¢in tip alaninda NOBEL 4&diiliini

kazandilar.



Helicobacter pylori’nin su anda diinya niifusunun en az yarisim1 enfekte ettigi tahmin
edilmekte. 1984de Marshall ve Warren tarafindan rapor edildiginden beri kronik atrofik
gastrit ve peptik iilser gibi gastrik hastaliklarin etiyolojik ajani olarak kabul edilmektedir
(Hatakeyama et al. 2005). Son zamanlarda deney hayvanlar1 iizerinde yapilan
epidemiyolojik ve enfeksiyon ¢alismalart midedeki kronik Helicobacter pylori
enfeksiyonun gastrik adenokarsinom gelismesi iizerinde de anahtar bir rol oynadigim

gostermistir (Nomura et al. 1991, Uemura et al. 2001).
1.2 Helicobacter pylori’nin Siniflandirilmasi

Kiltire edilen ilk Helicobacter tiri H. Muradium’dur. H.muradium fare c¢ekum
kriptlerinde yasayan kommensal bir organizmadir (Lee et al. 1992). Zamanla yeni
Helicobacter tlrleri kesfedildi ve su anda bazilar1 insan patojeni olarak kabul edilmektedir
(Windsor et al. 2000).

Helicobacter tiiriine ait bazi1 temel ozellikler (i) kilifli flagella ile hiicre hareketliligi; (ii)
sivi besiyerinde salgilanan eksternal glikokaliks; (iii) menakinon-6 (MK-6) baslica
izoprenoid kinon olarak; ve (iv) %35-44 aras1 bir G+C yogunluguna sahip bir kromozomal
DNA’dir (Owen 1998).

1.3 16s rRNA ile Helicobacter turlerinin taksonomisi

Helicobacter cinsi su anda 28 gecerli isimlendirilmis tiir igermekte ve gastrik ve
enterohepatik helicobacterler olmak tizere iki biiyiik altgruba ayrilir (Josenhans et al.
2007).

Helicobacter genusunun midede (H. Pylori, H. Heilmannii, H. Mustelae) ve farede,

karacigerde (H. Bilis, H. Hepaticus) kolonize olabilme ve inflamasyon yaratabilme

kapasitesi vardir (Marshall 2001).
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Sekil 1.1 : 16S rRNA sekansina dayanarak hazirlanan, gecerli 19 Helicobacter tiiriinii

ve 9 gecict tiiriin filogenetik agaci
1.4 Helicobacter pylori’nin Mikrobiyolojisi

Helicobacter pylori adini sahip oldugu helical sekilden alir. Helicobacter pylori spiral ya
da ¢ubuk seklinde, Gram negatif, yediye kadar varabilen unipolar kilifli flagellaya sahip
hareketli bir organizmadir (Westblom et al. 1991). Yiiksek oranda {ireazin yanisira katalaz
ve oksidaz pozitifdir (Goodwin et al. 1986,1989). H. pylori aerobik ya da anaerobik
ortamlarin aksine azaltilmis oksijen igeren ortamlarda basarili bir sekilde kiiltiire edilebilir
(Goodwin et al. 1989). Gelisimi optimum 37°C de gerceklesir. Primer kiiltiirlerde 5-7 gun
arasinda degisen uzun bir inkiibasyon siiresi vardir (Goodwin et al. 1989). Koloni
morfolojisi goriiniisde dairesel konveks ve yarisaydamdir. In vitro kanli agar besiyerinde

spor formunda bulunmaz. Kanli agarda kolonilerin etrafinda hafif grimsi bir hemoliz



goriiniir. Baz1 asili damla kolonilerinde hiicreler hareketsiz gibi goriinse de aktif olarak
hareketlidirler (Owen 1998)

Helicobacter pylori’nin flagellasi bakteri hiicre duvarmin devami olan dis membran
komponentlerinden olusan bir kilifla ¢evrilmistir. Bazi flagellalarin ucunda islevi tam
olarak anlasilamayan ampul benzeri sislikler bulunmaktadir. Elektron mikroskobisi
caligmalar1 ayni zamanda flagelladaki hiicre memranimin iizerinde 40 nm kalinlifinda

glikokaliks ya da kapsiil benzeri polisakkaritce zengin bir tabakanin varligin1 gostermistir

(Owen 1998).

Helicobacter pylori uzun siireli kiiltiirlerde, besin yetersizligi, artan oksijen miktari, alkali
pH, ytiksek sicaklik, farkli antibiyotiklere maruz kalma gibi durumlarda kokoid forma
doner. Kokoid formlar metebolik olarak aktifdir ancak invitro ortamda kiiltiirii yapilamaz
(Brenciaglia et al. 2000).

1.5 Helicobacter pylori’nin Epidemiyolojisi

Helicobacter pylori omurgalilarin midesindeki zor kosullarda yasamayi basaran ve
uyum saglayabilen ilgili bakterilerin i¢indeki en biiyiik bakteri ailelerinden biridir.
Goriintise gore Helicobacter pylori insan midesine insan, daha insan formunu almadan
onceki zamanlarda yerlesmistir (Blaser etal. 1997). Her ne kadar Helicobacter
pylori’nin kedilerde bulundugu saptanmis ise de diinyadaki yaygin goriis hala

enfeksiyon kaynaginin insan oldugu yoniindedir (Bourke et al. 1996).

Son yiizyilda gelismis iilkelerde primatlar ve insan populasyonu iizerinde yapilan
caligmalar insan populasyonun neredeyse timinin midesinde Helicobacter pylori ya
da iliskili bir bakteriyi tasidig1 ve bu bakteri ile cocuk yaslarda enfekte olup daha sonra
omiir boyu tasidigimi gostermistir. Bu da Helicobacter pylori’nin bir endojen faktor
yani insan mide florasinin bir pargasi oldugu yoniindeki kanilar1 arttirmistir (Blaser
1998).

Bugun diinya niifusunun yaklasik %50°si Helicobacter pylori ile enfektedir. Enfekte
olanlarin ise hemen hemen hepsinde kronik gastrit, %10-15"nde ise peptik Glser, malt
lenfoma ve bir kaginda ise su anda gastoenterolojide en biiyiik tehdit olarak goriilen
gastrik kanser gorulmektedir (Peek ve Blaser 2002, Sepulveda ve Graham 2002,
Suerbaum ve Josenhans 2007).



Ulkemizde yapilan bir ¢alismada 2 yasindaki cocuklarin %14’{iniin, 7 yasindakilerin
%76’smin, 22 yasindakilerin, % 72’sinin, yetigkinlerin ise %85-90’mnmn H. pylori ile
enfekte oldugu goriilmiistiir (Ozden et al. 1992).

1.6 Helicobacter pylori’nin Mideye Y erlesimi

Helicobacter pylori’nin dis yiizeyi gastrik epitel hiicrelerindeki 6zel reseptorlere
tutunabilen adhesyon molekulleri ile kaplhidir (Marshall 2001). Bu ylzden de bakteri
sadece mide epiteli olan bolgelere tutunabilir (Goodwin 1997). Helicobacter pylori gastrik

mukusun altinda mideyi saran mukus salgilayan epitel hlcrelere tutunarak yasar.

Midedeki asidik ortam viriis, bakteri ve diger mikroorganizmalarin midede hayatta
kalmasini ¢ogunlukla engeller. Ancak H. Pylori bu agir kosullarda yasayabilecek sekilde

gelismis tek organizmadir.

H. pylori midedeki iireyi amonyaga g¢evirerek mide asiditesini notralize eden ve boylece
kendisine hayatta kalmak icin daha uygun bir pH saglayan iireaz adinda 6zel bir enzime
sahiptir (Hatakeyama 2009).

Hx _JJ\ J_,H ureaz CDQ
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Sekil 1.2: Helicobacter pylori’nin treaz enziminin midedeki aktivitesi

Normal kosullarda bakteriyi tantyarak yok etmesi gereken konak immiin hiicreleri kan
damarlarindan mide epitel mukozasina gecemez bu durumda immiin hiicreleri enfeksiyon
bolgesine devamli bir sekilde tepki gosterirken ayn1 zamanda 6lerek gastrik patojene besin

kaynagi haline gelirler (Hatekeyama 2009).


http://umbbd.msi.umn.edu/core/graphics/r0120.gif

1.7 Helicobacter pylori’nin Genomu

Helicobacter pylori genom sekansi yayinlanan yedinci bakteri tiriddr (Tomb et al. 1997)
ve iki bagimsiz izolatin (J99 ve 26695) tim genom sekanslarinin karsilastirmasinin

yayinlandigi ilk tardir (Alm et al. 1999).

Helicobacter cinsinin H. pylori disindaki diger iiyelerinden ise sadece ikisi Helicobacter
hepaticus (Suerbaum et al. 2003) ve Helicobacter acinonychis’in (Eppinger et al. 2006)

genom sekansi yaymlanmustir.

H. pylori yuksek c¢esitlilik gosteren neredeyse her izolatinin birbirinden farkli oldugu
4kilobaz lik genom icinde 1400den fazla polimorfik bdlge iceren bir genoma sahiptir
(Achtman et al. 1999, Falush et al. 2003). Restriksiyon enzim kesim profili ise neredeyse
her bireyde farkli bir patern gostermekdedir. Ancak bu ¢esitlilik kodonlarin son
aminoasidinde rasgele olarak meydana gelmekte ve sessiz mutasyona neden olmaktadir.

Buda protein yapisinda bir degisiklik meydana getirmemektedir (Marshall 2002).

H. pylori genomu yaklasik 1.7 Mb boyundadir ve 1500 den fazla gen bulundurmaktadir.
Biitiin izolatlarda korunmus olan kor genom ise tahminen 1111 genden olusmaktadir
(Josenhans et al. 2007). H.pylori’nin genlerinin %40’nin islevi heniiz bilinmemektedir
ancak bir sekilde asit salgilayan insan midesinde hayatta kalmakla ilgkili oldugu tahmin

edilmektedir.

1.8 Helicobacter pylori’nin Cesitliligi ve Evrimi

Helicobacter pylori gesitliligi tipik olarak endojen mutasyonlardan ve rekombinasyondan
Bunun sonucunda Helicobacter pylori de dahil ¢ogu bakteri populasyonu ¢esitli nokta
mutasyonlar ve rekombinasyonlar sonucunda tek klon halinde bulunmaz. Helicobacter
pylori yuksek mutasyon ve rekombinasyon orani ile bu durumun en énemli 6rneklerinden
biridir. Bu yilizden ¢ogu konak genellikle ‘quasispecies’ diye tabir edilen siireklilik arz
eden rna viruslarinda (HCV ve HIV) gozlendigi gibi tek bir klondan ziyade bir birbiriyle
iliskili organizmalar toplulugu ile kolonizedir. Bu durumun da bakteriye konagin secici
baskilamasindan sonra dahi tekrar ortaya ¢ikabilmesini saglayan hipermutatdr bir fenotip

kazandirabilecegi diistiniilmektedir (Bjorkholm et al. 2001). Helicobacter pylori’nin aktif
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adaptif nokta mutasyonlarinin iyi bir 6rnegi ise bakteriyel populasyonda yaygin kullanilan
antibiyotiklerden biri olan klaritromisin direncinin hizli gelisimidir (Blaser ve Atherton
2004).

Bu mikrobiyal varyasyon ayni zamanda konak hiicreye gonderilen sinyalleri belirler. Bu
yuzden her konak seleksiyon ile olugmus baskin genotipde bakteriyal bir gen havuzu

kolonizasyonuna sahiptir.

Sonug olarak bu tarz yiiksek esneklige sahip populasyonlarin konak seleksiyonuna karsi
gelebilmesi konsepti Helicobacter pylori’nin bireysel konaklarda farkli suslarin yanisira
farkli varyantlar halinde varligini siirdiirmesini ve insan tiiriiniin yiiksek ¢esitliligine

ragmen neredeyse her insana kolonize olabilme yetenegini agiklar.

1.9 Helicobacter pylori’nin Virilensi ve Patojenitesi

Helicobacter pylori bir kere gastrik epitel hiicrelere tutunduktan sonra iirettigi amonyak ile
zarara yol agabilir. Ayn1 zamanda epitel hiicrelerinde vakuol olusumuna yol acarak da
zarara yol agabilir. Bu vakuoller vakuol olusturan bir

sitotoksinin VacA’nin (Vacuolating cytotoxin A)
Duodenal

tirtiniidiir. VacA epitel hiicreleri tarafindan endosite =

edilerek, igeride bir endozom-lizozom flizyonu

H.pylori

(vakuol) meydana getiren bir proteindir (Ge Z et al. pozitif
1999).

Uretilen sitotoksin varyantlarin artmasinin peptik

tlserle iligkili daha agresif formlarin gorilmesi

olasiligin arttirmasida muhtemeldir.

Bir diger onemli patojenik faktor ise sitotoksin iligkili gen A (cagA)’dir. CagA proteini
birkez hiicreye girdikten sonra tirozin fosforillenir ve bir buyime faktéri sinyali meydana
getirilmesine neden olur. Buda epitel hiicrelerinin normal hiicre yapisini korumasina engel
olur (Segal et al. 1999).

H. pylori BabA, SabA ve AlpA/B gibi hiicre temasini giiglendiren ve hatta hiicre saldirisini

kontrol edebilen gesitli adhezinler de eksprese etmektedir (Dubois ve Borren 2007).



1.10 Cag Patojenite Adasi ve Tip IV Sekresyon Sistemi

18 yildan daha fazla bir siire 6nce Cover ve arkadaslar1 cagA’ya verilen serolojik yanit ile
peptik ilser arasinda kuvvetli bir iliski oldugunu rapor ettiler (Cover et al. 1990).
Birbirinden bagimsiz gesitli arastirmalar cagA’nin klonlanmasi (Tummuru et al. 1993,
Covacci et al. 1993) ve icginde bulundugu cag patojenite adasindaki genlerin
inflamasyondaki roliiniin tanimlanmasi ile siirmiistiir (Tummuru et al. 1995). Bu genlerden
biri olan picB(cagE)’nin ise Bordetella da toksin saliniminda rol alan bir proteine homolog
bir protein kodladig1 farkedilmistir. Bu gelisme H. pylori’de cag PAI'min da heniiz
tanimlanmamus Urlinlerin sekresyonunda rol alabilecegi fikrini akla getirmistir (Tummuru

et al. 1995).

Birka¢ yil i¢inde Cag patojenite adasmin H. pylori’nin ¢esitli suslarindan tim genom
sekansinin yapilmasi ile 32’ye yakin gen tasiyan 40kb’lik bir DNA insersiyon elementi
oldugu ve heniiz bilinmeyen bir atadan yatay trasfer ile kromozomal glutamat rasemaz
genine entegre oldugu bulunmustur. CagA geni virlilent suglarda bulunan ancak aviriilent
izolatlarda bulunmayan cagPAI icin bir belirte¢ gorevi gérmektedir (Censini et al. 1996,
Akopyanz et al. 1998). Bat1 iilkelerindeki H. pylori suslariin yaklagik %60°1 cag PAI
pozitif iken Dogu Asya iilkelerinde bu oran neredeyse %100 e yakindir (Hatakeyama
2005).

CagA calismalarinda onemli bir atilim birbirinden bagimsiz bes grubun cagPAI’'nin
cagA’y1 konak hiicreye enjekte eden fonksiyonel bir ‘Tip IV sekresyon sistemini’
kodladigint rapor etmesiyle meydana geldi (Covacci ve Rappuoli 2000). CagPAl
cagA’yida iceren 27-31 civarinda genden olusmaktadir. Bu genlerden en az 18’inin

kodladig1 proteinler tip VI sekresyon sisteminin yapitaslarini meydana getirir.

Tip IV sekresyon sistemleri genellikle gram negatif bakterilerde gérilen muhtemelen
atasal konjugasyon sistemleri ile iligli genis bir transfer makineleri grubudurlar. Tip IV
sekresyon sistemi baslarda kamg1 benzeri bir islev igin kullanilan bir yapidan tiiremistir ve
basta cagA olmak iizere protein ve niikleoprotein komplekslerini membranlar arasinda
aktarmak i¢in kullanilan bir siringa yapisindadir (Covacci et al. 1999). Tip IV sekresyon
sistemi H. pylori’nin yanisira Agrobacterium, Legionella, Bartonella, Bordetella ve diger
patojenlerde de bulunmaktadir (Cascales ve Christie 2003). Tip IV sekresyon sistemleri

tipik olarak 11 virB proteini ve birde baglanti proteininden (VirD4) olusur. Yukarida da



bahsettigimiz gibi H. pylori’de cagPAl, virB ve virD4 proteinleri ile beraber ¢esitli
yardimci faktorleride igeren 32 gen kodlamaktadir (Fisher et al. 2001).

Farkli patojenlerin ¢ogunun T4SS (Tip IV sekresyon sistemi)’leri efektorlerini kaltar
stipernatantina transloke etmezler (Cascales ve Christie 2003). Buda akla bu tarz
sistemlerin fonksiyonel aktivitesinin konak hiicrede bir sinyale ihtiya¢ duydugunu gosterir,
ornegin, 6zel bir reseptor ile etkilesim gibi. Son zamanlarda konak hiicre integrinlerinin
H.pylori cagL proteini ile direk etkilesimi gosterilmistir ve bunlar simdiye dek tanimlanmis
tek T4SS reseptoridurler (Kwok et al. 2007). CagL proteinin integrinlere baglanmasi lokal
membran biiziilmesini uyarir ve buda T4SS’nin genel membran dinamikleri ve konak

hiicre Uzerindeki ilk etkisidir.

1.11 CagA

1989 yilinda su anda peptik tilser ve gastrik kanser i¢in bir belirte¢ olarak kabul edilen sug-
spesifik bir H. pylori geni, cagA tanimlandi (Cover et al. 1990). Bu sure¢ Cover ve
arkadaslarinin cagA’ya verilen serolojik yanit ile peptik iilser arasinda kuvvetli bir iliski
oldugunu rapor etmesiyle devam etti. CagA geni 1990 h1 yillarin baslarinda Martin Blaser,
Jean Crabtree ve Antonello Covacci’nin birbirinden bagimsiz ¢calismalarinda kesfedilmistir
(Cover et al. 1990, Crabtree et al. 1991, Covacci et al. 1993) . Helicobacter pylori
sitotoksin iliskili gen cagA’nin varligina ya da yokluguna gore cagA-pozitif ve cagA-
negatif suslar olarak ikiye ayrilir. 120-135-Kda luk immiinodominant bir protein olan cagA

proteinini kodlayan cagA geni, cagA patojenite adasinin bir ucuna lokalize olmustur.

Yakin zamanlarda diinyadaki ¢alismalar cagA geni iizerine yogunlagmistir. Bunun sebebi
ise cagA negatif degil ancak pozitif suslarin cesitli gastrik hastaliklarin gelismesi ile
iliskilendirilmesidir. Son zamanlarda hayvanlar ve hiicre kiiltiir modelleri lizerinde yapilan
calismalar da cagA ve cag patojenite adasinin H. pylori patogenezindeki 6nemini destekler
nitelikte veriler sunmustur (Covacci ve Rappuoli 2000, Ogura et al. 2000, Rieder et al.
2005, Backert ve Meyer 2006, Hatakeyama 2008).

CagA yaklasik 30 genden olusan CagA Patojenite Adasi’nin i¢inde bulunmaktadir. CagA
Patojenite Adasi’ndaki genlerin ¢ogu ‘Tip IV Sekresyon Sistemi’ olarak adlandirdigimiz

yapinin pargasidir.



Gastrik epitel hiicrelere tutunmanin ardindan cagA pozitif suglar cagA proteinini tip IV
sekresyon sistemi vasitasi ile konak doku hiicreleri icerisine enjekte eder (Segal et al. 1999,
Stein et al. 2000). Transloke olan protein plazma membraninin i¢ yiizeyine lokalize olur.
Protein burada c-Src, Fyn, Lyn ve Yes veya Abl gibi src ailesi kinazlar1 (SFKs) tarafindan
tirozin fosforilasyonuna ugrayacaktir (Selbach et al. 2002, Poppe et al. 2007). CagA bir
kere fosforillendikten sonra bir tirozin fosfataz olan SHP-2 ile etkilesir ve epitel
hlcrelerinin adezyonu ve migrasyonuna neden olur. Bu durum mide epitel hicrelerinde
sinekkusu ‘humming bird’ fenotipi diye adlandirilan bir morfolojik degisime sebeb olur

(Segal et al. 1999).
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Sekil 1.3: Fosfotirozillenmis cagA’nin konak hiicrede hiicre fenotipi proliferasyon ve

apoptozu iceren ¢esitli sinyal yolaklari ile etkilesimi.

Tirozin fosforilasyonu genel olarak hiicre ici biylme sinyallerinin iletiminde, memeli
hiicrelerinin hareketi ve farklilasmasinda dnemli bir rol oynamaktadir. Buna bagli olarak
hlcreye giren bakteriyel proteinlerin sinyal transdiiksiyonunu bozmasi bu yolla hiicresel
disfonksiyonu wuyararak hiicre transformasyonuna neden olmasi ihtimalide Onem

kazanmaktadir.
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Son yillarda H. pylori’nin konak hiicrelere zarar vermek i¢in kullandigr hiicresel ve

molekiiler sinyal mekanizmalar1 yogun sekilde arastiriimaktadir.

1.12 EPIYA Motifleri (TPM)

CagA’nin tirozin fosforilasyon bolgesinin karakteristik 06zelligi proteinin karboksi
polimorfik bolgesinde(EPIYA tekrar bolgesi) gesitli tekrarlarda bulunan Glu-Pro-Ile-Tyr-
Ala (EPIYA) motifinin varhi@idir(Higashi et al. 2002). Bu tirozin fosforilasyon motiflerini
cevreleyen sekanslar incelendiginde herbiri birer EPTYA motifi igeren EPiYA -A,-B,-C
ve —D olmak iizere dort farkli EPIYA tipi bulundugu gériilmektedir (Higashi et al. 2002,
2005).

Bat tipi cagA Epiya iceren blge
I | A B e N
| ENMIENCTC] ]

- -~ p,
EPIYA A ar EFI\’A-B S ERIYA.C
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----------------------------------------------------------------
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EF' YA-A EPIYA B EPIYA-D

Dogu tipi cagA

Sekil 1.4: Bat1 tipi ve Dogu tipi cagA’nin tirozin fosforilasyon motifleri

Batili H. pylori izolatlarinda bulunan cagA profili EPIYA-A,-Bve —C’nin bir birlikteligi
halindedir. Batil1 cagA tiplerinde 34 aminoasit rezidiisiinden olusan EPIYA-C motifi ilgi
cekici bir sekilde bir ila tiglii tekrarlar halinde bulunmaktadir. Dogu-Asyadaki H.pylori
izolatlarinda bulunan cagA suslarinin ise EPIYA-A ve —-B motiflerini bulundururken
EPIYA-C motifini bulundurmadigi bunun yerine EPIYA-D adi verilen ve Dogu-Asya’ya
0zgu olan farkl bir EPIY A yapisina sahip oldugu goriilmiistiir (Higashi et al. 2002). Batili
cagA’larindaki EPIY A-C motifindeki tirozin rezidsii gastrik epitel hiicrelerindeki SFK’lar
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tarafindan fosforile edilen baslica bolge iken EPIYA-A ve EPIYA-B motifleri zayif
fosforilasyona ugramaktadir (Higashi et al. 2002).

CagA pozitif Helicobacter pylori suslari ile enfeksiyon ileri dereceli gastrik mukozal
inflamasyon, agir atrofik gastrit ile iliskilendirilmistir (Blaser et al. 1995, Parsonnet et al.
1997). Yapilan c¢alismalar ylksek tekrarlarda EPIYA motiflerini bulunduran cagA
proteinlerinin tirozin fosforilasyonunu ve sinek kusu fenotipini bunlarin yanisira gastrik
kanser gelistirme ihtimalini de arttirdigim1 géstermistir (Argent ve Atherton 2004). Bu
diisiince ilerleyen zamanlarda cagA pozitif suslardaki gastrik kanser riskinin cagA negatif
suslardaki kanser riskine gore iki kat daha fazla oldugunu gosteren 16 farkli ¢alismanin

ortak analizleri ile de desteklenmistir (Huang et al. 2003).

1.13 CagA ve Gastrik Kanser

Yaklagik 150 yil 6nce Rudolf Virchow kronik inflamasyon siire¢lerinin kanserin
baslangicini yansitan timdr olusumlarini gizleyebilecegi tahminini ylrtitmistir (Virchow
1863, Balkwill F and Mantovani 2001). Yara iyilesmesi ve kanserin kronik inflamasyonu
benzer olmasina ragmen malignant trasformasyonun kronik inflamasyonu hakkinda
bilinenler heniiz ¢ok fazla degildir (Dvorak 1986). Bilinen ¢ogu kanser tiirii ¢ok uzun siiren
bir inflamasyonun sonucu olarak dogmaktadir. Sigara icmenin genellikle inflamasyon
yarattigi akciger kanseri ve yillar siiren gastroozofagel refliinlin uzun siireli

inflamasyonunun sonucunda ortaya ¢ikan adenokanser gibi.

Bu inflamasyon iliskili kanserlerin ¢ogu i¢in baslatict etken hala belirsizdir ancak digerleri
icin enfektif etiyolojiler tanimlanmigtir. Helicobacter pylori’nin midede kolonizasyonu
gastrik kanser ve lenfomaya neden olabilir. Benzer sekilde hepatit B viriisiiniin ve hepatit
C viriisiinlin viral kolonizasyonu hepatoseliiler kansere ve HPV’nin bazi subtipleride

servikal kansere neden olabilmektedir (Moss ve Blaser 2005).

Epitel icinde veya yakinindaki mikrobiyal varlik kan akisindaki inflamasyon hiicrelerinin
aktiflestirilmesi ve yeniden iiretilmeye baslanmasi icin bir uyarici gorevi goriir. Sitokinler,
kemokinler ve serbest radikaller inflamatuvar yaniti baglatir ve devamliligin1 saglar.
Inflamatuvar hiicrelerin aktivasyonu serbest radikallerin yayilmasma neden olan bir

respiratuar patlamaya neden olur. Serbest radikaller proteinleri kimyasal ve post-
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translasyonel modifikasyonlar ile degistirilebilen; lipidlerin peroksidasyonu ve genetik
mutasyonlarin uyarilmasi ile malignant transformasyona katki saglarlar. Epitel hucrelerin
maruz kaldig1 bu zarar apoptik hiicre 6liimiinii ve epitelyal hiicrelerin ¢ogalmasini uyarir.
Buda daha fazla mutasyonlarin olusmasina neden olur (Preston-Martin et al. 1990). Konak
diizenleyici genlerinde zamanla cogalan mutasyonlar genellikle hiicre fenotipinde
degisiklige neden olurlar. Bu asamada inflamasyon baslaticilarinin eliminasyonu ve
inflamasyonun ortadan kaldirilmasi dahi kansere giden sureci engelleyememektedir (Hahn
ve Weinberg 2002).

Gastrik kanser her yil yaklasik 930.000 yeni tanimlanmig vaka ile diinya {izerinde en sik
goriilen dordiincii, kanser iligkili 6liimlerde ise ikinci sirada yer alan kanser tipidir (Parkin
et al. 2005). Gastrik kanser genellikle yillar siiren bir inflamasyon sonucunda olusmaktadir
(Correa P et al. 1975). Gastrik kansere doniisen kronik inflamasyonun etiyolojisi
konusundaki ilk ipucu 1982 yilinda Helicobacter pylori’nin ilk kez izole edilmesi ile
ortaya ¢ikmistir. Arastirmacilar antral gastrit ile iligkisi bulunan bu bakterinin diger heniiz
anlagilamamis mide hastaliklarinda da aciklayici rol oynayabilecegi fikrini One

stirmiislerdir (Warren ve Marshall 1983).

Yapilan seroepidemiyolojik ¢alismalarin meta-analizleri midede Helicobacter pylori’nin
varligiin gastrik kanser suptiplerinin gelismesi olasiligini 2 ila 5 kat arttirdigini (Huang J-
Q et al, Helicobacter and Cancer Collaborative Group (2001)) daha hassas sus spesifik
deneylerde ise bu olasiligin 20 kata kadar artabildigi gézlenmistir (Ekstrom AM et al.
2001). Bu yuzden Helicobacter pylori gastrik kanser gelisimi i¢in diyet, sosyoekonomik
statli veya meslek gibi diger ¢evresel etkilerden daha dnemli bir risk faktorudir (Neugut Al
etal.).

Helicobacter pylori genellikle erken g¢ocuklukda kazanilir ve kronik bir inflamasyona
sebeb olmasina ragmen ¢ogu vakalarda semptomlara sebeb olmaz. Buna ragmen
tastyicilarin %5’inin altinda bir kesiminde siirekli hale gelen kolonizasyonun 50 yil veya
fazlasinda bir siire¢ sonucunda malignant doku gelistirdikleri goézlenmistir. Helicobacter
pylori’de cagA’nin yani sira gastrik kanser gelisimi riskini arttiran diger viriilens faktorler

sunlardir:
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vacA genindeki bolgesel polimorfizimler; Epitel htcreleri icerisinde endozomal
vakuoller olusturan multimerik proteinler kodlayan bolge.

babA; Epitel hucrelerindeki fukosillenmis lewis B antijenlerine baglanan bir adezin

proteini kodlayan gen bdlgesi.

Gastrik  adenokarsinomanin  gelisimi  onkogen ve timdr supressor genlerinin
ekspresyonundaki yillar iginde gelisen kalitatif ve ayni zamanda kantitatif degisimlere
ihtiya¢c duyar. CagA pozitif H.pylori enfeksiyonunda gastrik epitel hticreleri bakteriden
stirekli olarak cagA enjeksiyonuna maruz kalirlar. Enjekte edilen cagA SHP-2 ve diger
sinyal molekiillerine baglanip onlar1 tekrar diizenleyerek hiicre gelisimi ve hareketini
yeniden yapilandirir. CagA ayn1 zamanda hiicre-hiicre baglant1 yapilarini da tahrip eder ve
boylece epitel yapiyt bozar. CagA’nin hiicresel fonksiyonu bozan cesitli aktiviteleri
icerisinde SHP-2"nin deregtilasyonu gastrik karsinogenezde Ozellikle énem arzetmektedir
cunkl insan SHP-2’sini kodlayan PTPN11 genindeki mutasyonlar yakin bir zamanda insan
malignansilerinde tanimlanmislardir (Tartaglia et al. 2003, Bentires et al. 2004). Son
zamanlardaki bir ¢alismanin interlokin-b ailesinde SHP-2 baglanma bolgesini (koreseptor
gp-130) ifade etmeyen transgenik farelerin intestinal tip adenokarsinomay1 ¢ok yiiksek
siklikla gelistirdigini gostermesi SHP-2’nin gastrik adenokarsinom gelismesindeki

potansiyel roliinii desteklemistir (Judd et al. 2004).

Hiicre gelisimi, hiicre-hiicre kontakti ve hiicre gociinii deregiile eden cagA kaynakli
anormal sinyaller epitel hiicre dongisini etkileyebilir buda hicre proliferasyonu ve
devaminda apoptoza neden olabilir. Burdan yola ¢ikilarak H. pylori enfekte fareler
kullanilarak gercgeklestirilen son arastirmalar gastrik adenokarsinomanin sasirtici olarak
gastrik dokuya ait kok hiicrelerden degil dolasimdaki kemik iligi kokenli hiicrelerden
(BMDC) orjin aldig1 sasirtict sonucunu ortaya koymustur (Houghton et al. 2004). Eger bu
durum insanlarda da gecerli ise cagA pozitif H. pylori’nin midedeki kronik mukozal
enfeksiyonu gastrik kok hiicreleri yenilenmeye iterek tuketiyor olabilir. Bunun sonucunda
da gastrik dokuya kemik iliginden hiicre nakli yapiliyor olabilir. Tiim bu diisiincelere

ragmen bu konu dogrulanmasi i¢in daha fazla arastirmaya ihtiya¢ duymaktadir.

Tim bu arastirmalar gostermektedirki H. pylori neoplazi ile iliskilendirilmis bakteri-

indiiklii epitel hiicre yolaklarini ¢alismak i¢in mikemmel bir modeldir.
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1.14 Helicobacter pylori’nin Transmisyonu
Fekal-Oral Transmisyon

Helicobacter pylori bulasinin en yaygin olarak gergeklestigi yol fekal-oral transmisyondur
ve bu kontamine sularla iliskilendirilmistir (Hulten et al. 1996). Arastirmacilar H. pylori’yi
bir ¢cok kez fecesde tanimlayabilmistir ancak kiiltiire edememistir. Organizmanin fegesden
kiiltiire edilememesi bu yolla bulag olmayacagi anlamina gelmez aksine bunun nedeni

fegesde gelisen diger organizmalarin H. pylori’yi baskilamasi olabilir (Axon 2006).
Oral-oral transmisyon

H. pylori’nin oral-oral transmisyonu ile ilgili kesin bir kanit heniiz yoktur. Her ne kadar
baz1 bireylerin agizdan (dental plakta) alinan 6rneklerinde bakteri DNA’s1 PZR yotemi ile
dedekte edilmis olsada bu sonu¢ tek basma agizda canli bir yasam oldugunu
kanitlayamamaktadir (Li et al. 1996). Bu ¢esit bir transmisyon bakterinin mideden reflu ya
da transmigrasyon ile 6zofagusa gocunu gerektirir. Bakteriyi bireylerin agizlarindan alinan
Orneklerden kiiltiire etmek su ana kadar basarilamadigi igin bu gesit bit transmisyon ¢ok

muhtemel gorilmemektedir (Axon 2006).
Gastro-oral transmisyon

Son bir ihtimal ise organizmanin gastro-oral yani kusma yolu ile transmisyonudur (Axon
1995, ve Luxa et al. 2000). H. pylori enfeksiyonu genellikle nétral pH’da bir mukusdan
olusan kusmaya neden olan dispeptik bir hastalifa sebebiyet verir. Cocuklar ise kusma
konusunda yetiskinlerden daha dayaniksizdirlar ve kusma aninda kusma materyali ile

temasdan kaginmak konusunda daha basarisizdirlar.

Daha oOnce yapilan ¢esitli calismalarda gastrik asit sekresyonu ve intragastrik pH
Olctimlerinin yapilmast esnasinda kullanilan nasogastrik ekipmanlarin iki muayene
arasinda diizenli sterilize edilmemesiyle transmisyon gergeklestigi gosterilmistir. Ayni

durum yeterli sterilizasyonun saglanmadigi endoskoplarda da gézlenmistir (Axon 2006).

Bu calismalarin yani sira bu tip transmisyonun genel bulas yolu oldugu heniiz kesin olarak

gosterilememistir.
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1.15 Helicobacter pylori’nin Tanis1
1.15.1 invaziv yontemler
Hizldireaz testi

Endoskopi ile alinan antral biyopsi 6érneklerinden uygulanan hizli iireaz testi hem ucuz hem
de kolay bir tekniktir. H. pylori iireaz aktivitesi ile ortamin pH’sini yiikselterek pH
indikatorii ile ortamin rengini degistirir. Pozitif sonuclarin %901 ilk yarim saatte goriiliir
ve geri kalanlarda ertesi giin okumayr gerektirir (Dunn et al. 1997). Ticari veya

laboratuvarda hazirlanmis hizli iireaz testleri bulunmaktadir.
Kdaltar

H. pylori’nin tanisi igin altin standart kiiltiir uygulamasidir (Makristathis et al. 2004). H.
pylori kiiltiiriiniin basaris1 biyopsi érneginin alimiyla ekimi arasindaki siireye ve oksijenle
temasina baglidir. H. pylori secici (antibiyotik iceren) ve secici olmayan besiyerlerinde,

mikroaerofilik ortamda 3-10 giinde uretilmektedir.

%5-10 yalanci negatif sonu¢ alinmaktadir (Dunn et.al. 1997). Kiiltiirde iiretilen H.
pylori’ye antibiyotik duyarlilik testi uygulanabilir, tiplendirme yapilabilir. Uygulanacak
antimikrobiyal duyarlilik testleri “The National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS)” onayli olan agar diliisyon ve iilkemizde ve Avrupa iilkelerinde
kullanilan E-testtir. Bu testler rutin testler degildirler, belirli araliklarla antibiyotik

duyarlilik paternini tanimlamak amaciyla yapilmalidir.
Histopatolojik inceleme

Antral biyopsi orneklerinin, rutinde kullanilan hematoksilen-eozinle veya 06zgiilligiin
arttigi Warthin-Starry giimiisleme, akridin-oranj ve modifiye Giemsa ile boyandiktan sonra
histopatolojik degerlendirilmesi oldukga iyi sonuglar vermektedir (el-Zimaity et.al. 1996
ve Genta et al. 1994). Histopatolojik inceleme ile gastroduodenal patolojinin seviyesi ve

premalign olusumlar saptanabilir.
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Molekiiler tani yontemleri

Ozellikle son yillarda H. Pylori ve diger Helicobacter tiirlerinin saptanmasida molekiiler
yontemler siklikla kullanilmaya baslandi (Makristathis et al. 2004). Bu yoéntemler
tiplendirmede, antibiyotik duyarlilik saptamada ve viriilans faktorlerinin belirlenmesinde
onem kazanmigdir. Molekiiler yontemler mide biyopsi 6rnekleri disindaki 6rneklerden de
H. pylori ve/veya diger Helicobacter tiirlerini saptamak i¢in kullanilabilmektedir. Ancak
molekdiler bir yoéntemle gosterilen Helicobacter’in canli olup olmadigi saptanamaz.
Secilecek DNA ekstraksiyon yontemi bu testlerin duyarliliginda ¢cok 6nem tasir. DNA
ekstraksiyonunda inhibitérlerin uzaklastirilmasi gerekmektedir, dogru yontem segilmezse

yanlis negatif sonuglar alinabilmektedir.
1.15.2 invaziv olmayan yontemler
Ure nefes testi

Bu test oral yoldan C13 veya C14 (radyoaktif karbon) isaretli tire alimim takiben, 20-30
dakika sonra solunan hava orneklerinin toplanmasi ve sonrasinda spektrometrik olarak
veya sintillasyon cihazlarinda sayilmasi temeline dayanir. Isaretli iire H. pylori ile infekte
kisilerde bakterinin iireaz enzimi ile pargalanir. Solunum esnasinda olusan CO2de

radyoaktif isaretli karbonlar saptanir.
Serolojik yontemler

Serolojik yontemler H. pylori tanisinda kullanilan yaygin yontemlerden biridir. Enzim
isaretli immiinassay (ELISA) yontemi en sik kullanilan serolojik yontemdir.  H. pylori
infeksiyonu antikor yanitina sebep olur. Ozgiil IgM antikorlar kisa siireli olarak yiikselir,
IgG ve IgA infeksiyon siiresince artar ve tedavi edilmedikge yiiksek kalir. Tedaviyi izleyen
aylarda tedavi saglandiysa IgG ve IgA diizeyleri diiser ancak IgG diizeyi hi¢bir zaman

tamamen negatiflesmez.

Bu testlerde kullanilacak antijenler ¢ok oOnemlidir. Genellikle {ii¢ tip antijen

kullanilmaktadir;
1. Tam hiicreler ve tam hiicre parcalar1 gibi ham antijenler,

2. Glisin ekstraktlar1 ve 1s1 degisken olmayan antijenler gibi hiicre pargaciklari,
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3. Ureaz ve 128 kDa antijen (cagA) gibi zenginlestirilmis antijenler

“Western Blot”, immiinoblotlama, bakterinin ¢esitli boliimlerine karst olusan immiin yaniti

saptamada kullanilan olduk¢a duyarl ve 6zgiil bir yontemdir (Herbrink et al. 2000).
Duska 6rnekleri icin kullanilan tant yontemleri

Duska kiiltiirii: Digka safra asitlerini yiiksek oranda bulunduran ve bir¢cok bakteriden olusan

zengin bir ortam oldugu i¢in diski kiiltiirtiinde H.pylori’yi Gretmek oldukca zordur.

Diski antijen testleri: Ticari olarak hazirlanmig poliklonal ve monoklonal antikor testleri

bulunmaktadir.

Duski polimeraz zincir reaksiyonu(PCR): Digki PZR inhibitorleri agisindan ¢ok zengindir.
Bu nedenle uygulanacak DNA ekstraksiyon yontemi ve inhibitdr uzaklastirilmast diskida
PZR uygulamasinda ¢ok onemlidir. Diskidan H. pylori saptanmasi i¢in PZR yoOntemi
kullanilacagi zaman en az iki set primer kullanilmasi Onerilmektedir. Ayrica,
reamplifikasyon, nested PZR yontemleri diskida H. pylori saptanmasinda testin

duyarliligini arttiracaktir.

1.16 Helicobacter pylori’nin Tedavisi

H. pylori, aktif kronik gastrit, peptik tilser ve gastrik kanser gelismesinde dnemli etiolojik
rolt olan bir patojendir. H. pylori ayn1 zamanda MALT’a (Mucosa Associated Lymphoid
Tissue) neden olur (Sipponen, 1991; Marshall, 1994). ilk defa 1994°’de IARC
(International Agency for Research on Cancer) tarafindan H. pylori, 1.siif karsinojen

olarak agiklanmistir. Bu nedenlerden dolay1 H. pylori tedavisi 6nem tagimaktadir.

H. pylori’nin eradikasyonunun, peptik ilser niiks oranini disiirdiigii gézlenmistir (NIH
Concensus Conference, 1994). Eradikasyon tanimi ilk defa 1989’da Rauws tarafindan
yapildi. Buna gore eradikasyon; tedavinin bitiminden en az 4 hafta sonra bakterinin ayni
tan1 yontemleri ile (en az 2 yontem) gorilmemesidir. Klirens ise; tedavinin bitiminden

hemen sonra mikroorganizmanin histolojik veya mikrobiyolojik olarak gosterilememesidir.

Bazi arastirmacilar semptomu olsun ya da olmasin, H. pylori ile enfekte tim bireylerin
tedavi edilmesi gerektigini ongormektedir. Ancak H. pylori ile enfekte tiim insanlarin
sadece %20’sinde klinik semptomlara rastlanmaktadir. Bu nedenle H. pylori ile enfekte

olan bazi bireylerin (peptik {lser hastaligi ve gastrik MALToma’s1 olanlar) kesin olarak
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tedavisi Onerilmis, bazi bireylerin (aile dykiisiinde mide kanseri olanlar uzun sireli asit
baskilayici tedavi baglamadan 6nce, NSAID ilaglarin uzun siireli kullanimina baglamadan
once, kronik atrofik gastritte, gastrik mukozal displazide) ise kesin olmamakla birlikte

tedavisi onerilmistir (NIH Consensus Conference, 1994).

H. pylori enfeksiyonunda, genis spektrumlu penisilin tiirevleri (amoksisillin, ampisillin),
nitrofuran tdrevleri (furazolidon, nitrofuantoin), tetrasiklinler (doksisklin, tetrasiklin),
nitroimidazoller  (metranidazol,tinidazol, ornidazol) makrolid ve linkosaminler
(eritromisin, klaritromisin, roksitromisin) gibi pek ¢ok antibiyotik segenegi bulunmasina
karsin en sik kullanilan antibiyotikler amoksisilin, tetrasiklin, metranidazol ve
klaritromisindir. Ancak antibiyotikler tek baslarina kullanildiklarinda eradikasyon oranlari
oldukga diisiik olmaktadir. Bu nedenle bizmut tuzlari, H, antagonistleri (ranitidin, ebrotidin
vb.), proton pompa inhibitorleri kullanilir. Proton pompa inhibitorlerinin (omeprazol,
pantoprazol, lansoprazol) H. pylori’ye karsi; diger antibiyotiklerle sinerjitizm, amonyagin
ndtralize olmamasi (ototoksite), artmis lokal antimikrobiyal konsantrasyon, pH’in
yiikselmesi ile antibiyotigin optimal etkisi, direkt antimikrobiyal etki (MIC omperazol:
50mg/l), giclu anti-Ureaz etki, konak immiiniteye etki, bakteri metabolizmasinin ve
goclinlin engellenmesi gibi etkilere sahiptir (Tygat, 1995). Bizmut tuzlar1 (Kolloidaz
Bizmut subsitrat, Bizmut Subsalisilat, Bizmut Subnitrat, Bizmut Galat, Bizmut
Subkarbonat) H. pylori’nin epitel hiicrelere adezyonunu bloke eder, bakteri membraninin
i¢ ve dis yiizeyinde birikerek bakterinin mukusdan ayrilip lizisine neden olur, iireaz1 inhibe
eder, mukozal proteinlere olan affinitelerinden dolayr olusan polimer glikoprotein
kompleksi, UGlserli dokuyu kaplayarak asit pepsin aktivitesine karst korur, HCOj3
sekresyonunu artirir, prostoglandin sentezler. H. pylori’de en sik olarak kolloidaz bizmut
subsitrat, daha az olarak bizmut subsalisilat kullanilmaktadir. Diger bizmut tuzlari invitro
olarak etkili olmalarina ragmen, invivo ortamda yeterli eradikasyonu saglayamamaktadir.
Monoterapi ve ikili terapinin basarisizigindan dolay: iiclii tedavi kullanilmaktadir. Uglii
tedavide 2 antibiyotik ve anti-iilser bilesigi kullanilir. Giiniimiizde tiim diinya da gecerliligi
olan en uygun tedavi amoksisilin, klaritromisin ve ranitidin bizmut sitrat veya proton
pompa inhibitdrlerinden olusan tiglii tedavidir. Ancak FDA tarafindan onaylanan ideal bir

tedavi yoktur (Pounder et al. 1997).
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Bircok antibiyotik invitro kosullarda bakteriyi en kiigiik miktarlarda (minimal inhibitor
concentration=MIC) baskiladigi halde invivo kosullarda tam bir eradikasyon

saglanamamaktadir.
1.17 Helicobacter pylori ‘nin Antibiyotik Duyarhhg

Helicobacter pylori in vitro ortamda ¢ogu antibiyotige duyarli olmasina ragmen sadece
birkag1 klinik olarak efektifdir. H.pylori tek kullanildigi zaman metranidazol, tinidazol ve
klaritromisine kisa siirede direng gelistirebilmektedir. H.pylori izolatlarinin neredeyse
%50’sinin  metranidazol direnci gdstermesi bu antibiyotigi tedavi i¢in neredeyse
kullanilamaz hale getirmistir. Bu yiksek direncin kesin olmamakla birlikte metranidazoliin
giardiasis ve amebiasis gibi parazitik enfeksiyonlarin tedavisinde ¢ok sik kullanilmasindan
kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir (Frenck ve Clemens, 2003). Metranidazol ve
klaritromisin direncinin sonucu olan basariz tedavi siirecleri diisiiniildiigiinde baska bir
antimikrobiyal ya da PPI arti bizmut art1 iki farkli antimikrobiyal kullanimi mantikli
gelmektedir (Goodwin et al., 1997).

Antibiyotik duyarliligi tedavi siirecinde direng gelisebilecegi igin in vitro’da guvenilir bir
taksonomik ozellik degildir. Ornegin aynm1 susun farkli izolatlarinin metranidazol ve
klaritromisin duyarliliklar1 farklilik gosterebilmektedir.  Polimixin B aktivitesinin
Helicobacter ve Campylobacter cinslerinin ayrimimi yapmak i¢in taksonomik bir belirteg
olarak kullanilmas1 miimkiindiir. Ciinkii ¢cogu (%95) H.pylori polimixin B’ye direng
gostermektedir. H.pylori’nin biiyiik bir ¢ogunlugu (%86) nalidiksik asite direnglidir ve
sefalotine de duyarhidir (Owen, 1998).

1.18 ‘Champion’ pET Ekspresyon Sistemi ve pET 151/D Plazmiti

Champion PET ekspresyon sistemi Studier ve arkadaslar tarafindan gelistirilen
vektorlerden temel alinmistir ve bakteriyofaj T7 RNA polimerazinin yliksek aktivitesini
ve spesifitesini kullanarak regiile edilmis heterolog genlerin e.coli’de ekspresyonuna
olanak vermektedir (Rosenberg et al., 1987; Studier et al., 1990).

20



1.18.1 Topoizomeraz |

Vaccinia virusundan elde edilen Topoizomeraz | enzimi ikili sarmal DNAya 0Ozel
noktalardan baglanarak fosfodiester bagmi 5’-CCCTT dizisinden sonra tek zincirden
kirarak ayirir(Shuman, 1991). Kirillan fosfodiester bagindan agiga cikan enerji kirilan
zincirin 3’ ucundaki fosfat ile topoizomeraz | in bir tirozil rezidiusu(Tyr-274) arasinda
korunur. Akabinde enzim ile DNA arasinda olusan fosfo-tirozil bagi kirilan orjinal
zincirdeki 5’ hidroksilin atagina maruz kalir. Buda reaksiyonu tersine c¢evirir ve

topoizomeraz I salinir(Shuman 1994).
TOPO klonlama efektif klonlama i¢in bu reaksiyonu kullanir.
1.18.2 YOnlU Topo Klonlama

Eklenecek DNA nin TOPO vyiiklii oligoniikleotitler ile yonlii olarak klonlanmasi eklenecek
DNAya 3’ tek zincirli bir ¢ikint1 eklenmesi ile saglanir(Cheng ve Shuman, 2000). Bu tek
zincirli ¢ikint1 5° ucundaki Topo yiiklii DNA ile komplementerdir. Invitrogen’de bu fikir
topo yiikkli DNAya 4 niikleotitlik bir ¢ikint1 eklenerek tiim vektor formatina adapte

edilmistir.

Bu sistemde PZR firiinleri ileri primere 4 baz eklenerek yonlii klonlanmaktadir. Klonlama
vektoriindeki ¢ikinti (GTGG) PZR f{irtiniiniin 5° ucuna etki eder, PZR Gruniune eklenen

bazlara baglanir ve PZR iirliniinii dogru yonde stabilize eder.

o=

CCCTT CACC ATG HNN —--— —-—— ——— HNNN ARG GG
GGGAAGTGE — "GTGG TAC NNN ——— ——= ——— HNN TTC CC

ckint é

Gift zincirli DA ya (e}
ethi eder ve alt zincir
DA, ile yer degigtinic

CCCTTCACC ATG NNN ——— ——— ——— NNN LAG GG
CCGAAGTGE TAC NNN ——— ——— ——=— NNN TTC CC

(<)

Sekil 1.5: Topo izomeraz kesimi ile yonlii klonlanma mekanizmasi.
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1.18.3 T7 duizenlemeli ekspresyon’un temelleri

17 Jeco | wos TATo. ooie ol rev oo SO cech 7 o]

L Toro,

Sekil 1.6: pET 151/D TOPO Plazmitinin yapisi

T7 temelli ekspresyon sistemi heterelog genlerin kontroliinii saglamak icin T7
bakteriyofajinin lac operonu igerecek sekilde modifiye edilmis gii¢lii promotorunu kullanir.
Yeterli T7 RNA polimeraz iiretildigi zaman polimeraz enzimi T7 promotoruna baglanir ve

ilgilenilen geni eksprese eder.
1.18.3.1 T7 RNA polimerazin regiilasyonu

BL21(DE3) hiicreleri T7 ekspresyon sistemleri ile spesifik olarak birlikte kullanilirlar.
Bunun sebebi ise bu susun DE3 bakteriyofaj lambda lizojenini bulundurmasidir. Bu ADE3

lizojeni ise asagidaki elementlerden olusan bir lac yapisina sahiptir.
e Lac repressorlnl kodlayan bir lacl geni
e JacUVS5 promotoru nun kontrolii altindaki T7 RNA polimeraz geni
e lacZ geninin bir bolumu

Lacl geni tarafindan kodlanan lac repressérii T7 RNA polimerazin ifadesini baskilar.

Ortama uyarici bir molekiiliin(izopropil B-D-thiogalaktozit: IPTG) eklenmesi ile lac
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repressorii promotordan ¢ekilerek T7 RNA polimerazin lacUVS promotorundan

ifadesine izin verir.

e Rnel3l mutasyonu: BL21(DE3) hiicreleri ayn1 zamanda rne 131 mutasyonuna
sahiptirler. Rne geni 1061 aminoasitden olusan RNaz E enzimini kodlamaktadir.
Bu enzim e.coli nin rRNA olgunlagsmasinda ve mRNA degradasyonunda rol alan
degradozom isimli kompleksinin bir parcasidir (Grunberg-Manago, 1999; Lopez et
al., 1999). Yapilan gesitli arastirmalar bu enzimin N-terminalinin rRNA islenmesi
ve hiicre dongiisiinde rol aldigini, C-terminalinin ise mMRNA degradasyonunda rol
aldigimm  gostermistir (Kido et al.,, 1996; Lopez et al., 1999). BL21(DE3)
hicrelerinde bulunan rnel31 mutasyonu ise RNaz E bdlgesinin C-terminalini
bulundurmayan tamamlanmamig bir RNaz E enzimi kodlarlar. Bu durum da ifade

edilen m-RNA larin diger BL21 hiicrelerine kiyasla daha kararli olmasini saglar.

Bizim calismamizin amaci ise ‘Champion PET Ekspresyon Sistemi’ni kullanarak ileride
Turkiye’de 06zgil ELISA testlerinde kullanilabilecek bir rekombinant cagA proteini

dretmektir.
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(;izelge 1.1: Pet topo 151/D vektériiniin yapisal dzellikleri

Pet topo 151/D vektoriiniin yapisal 6zellikleri

Bulunma amaci

T7 promotoru

Sentezlenecek rekombinant proteinin T7 RNA polimeraz sentezleyen
e.coli hiicreleri tarafindan yiiksek diizey IPTG ile uyarilabilir ifadesini

saglar.

T7 ileri baglanma bolgesi

Anlamli zincirin sekansina olanak saglar.

Lac operatori (LacO)

Rekombinant  proteinin  bazal ekspresyonunu baskilayan Lac

repressoriiniin baglanma bolgesi.

Ribozom baglanma bdlgesi

Etkin translasyon i¢in topo klonlama bélgesinden uygun uzakliktadir.

N-terminal 6xhis eki

Rekombinant proteinin metal-rezin ¢elat1 ile saflastirilmasmna olanak

Verir,

Bunun yanisira rekombinant proteinin Anti-hisG antikorlari ile tespit

edilmesini saglar.

V5 epitopu

Fiizyon proteinin Anti-V5 antikorlar ile tespit edilmesini saglar(Southern
et al. 1991).

Tev taninma bolgesi

N-terminal bolgesindeki eklerin TEV proteaz enzimi ile rekombinant
proteinden uzaklagtirilmasini saglar(Carrington ve Dougherty, 1988;

Dougherty et al., 1988).

Topo klonlama bélgesi (yonli)

E.colide ifade edilecek PZR tirliniintin hizli klonlanmasina olanak verir.

T7 geri baglanma bolgesi

Klonlanan bolgenin sekanslanmasina olanak verir.

T7 transkripsiyon sonlanma bolgesi

T7 bakteriyofajindan alinan etkin transkripsiyon sonlanmasini saglayan

sekans dizisi.

Bla promotoru

Ampisilin direng geninin ifadesini saglar.

Ampisilin direng geni (B-laktamaz)

E.colide plazmid secimine olanak verir.

pBR322 replikasyon baslangi¢ noktasi(ori)

E.coli hiicresinin replikasyonunu ve devamini saglar.

ROP agik okuma gergevesi

pBR322 replikasyon baslangic noktasi ile etkileserek diisiik kopya

replikasyonu saglar.

lacl agik okuma gergevesi

Tlgili genin bazal transkripsiyonunu énlemek igin T7lac promotoruna ve
T7 RNA polimerazin transkripsiyonunu 6nlemek icin  konak

kromozomundaki lacUVS promotoruna baglanan lac represdriinii kodlar.
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2. MATERYAL ve YONTEM
2.1 Materyal
2.1.1 Geregler

2.1.2 Hastalar

Bu calismaya Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Hepatoloji Enstitiisii’ne gastrik

yakinmalar1 sebebiyle bagvuran ve endoskopi Unitesinde endoskopik incelemeleri yapilan

112 hastanin mide biyopsi 6rnekleri dahil edildi.

2.1.3 Kimyasal Maddeler

Kimyasal madde

Agar

Tris hcl
Akrilamid
Bis-akrilamid
Sds
Amonyun per sulfat (Aps)
IPTG

Temed
Lizozim
Proteinaz-k
Tris base

Glycine
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Uretici firma

Vivantis, Malezya

Sigma, ABD

Sigma, Almanya

Quantum, ABD

Sigma, Almanya

Applichem, Almanya
Santa Cruz Biotechnology, ABD
Bio-Rad, ABD
Boehringer Mannheim, Almanya
Sigma, Almanya
Vivantis, Malezya

Sigma, Almanya



Metanol

Asetik asit

Coomassie blue R-250
EDTA

Fenol

Kloroform

Mutlak Alkol

Gliserin

Brain heart inflizyon agar
Amfisilin

Luria Broth

Yeast extract

KCI

CaCl2

KOH

MnCI2

Gene ruler 1kb plus DNA ladder
Gene ruler 50 bp ladder
Etidium Bromide

Gas Generating Kit

Merck, Almanya

Riedel De Haen, Almanya

Applichem, Almanya
Sigma, Almanya
Applichem, Almanya
Applichem, Almanya
Kimetsan, Turkiye
Sigma, ABD
Lab M, UK
Applichem, Almanya
Applichem, Almanya
Difco, ABD
Sigma, ABD
Merck, Almanya
Horasan Kimya, Turkiye
Amresco, ABD
Fermentas, Litvanya
Fermentas, Litvanya
Sigma, Almanya

Oxoid, UK
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2.1.4 Tampon ve Cozeltiler
TE tamponu

100mM TrisHCI

1 mM EDTA

pH= 8’e ayarlanur.

%10’luk SDS

5g SDS

50 ml’ye dH20 ile tamamlada.
Comassie Boyama Solusyonu
%50 Metanol

%10 Asetik asit

%40 H20

% 0,25 coomassie

1X SDS Buffer

0.5 M Tris-HCl,pH 6.8 1.25 ml
Gliserol (100%) 1.0 ml

B -merkaptoetanol 0.2 ml
Bromofenol Blue 0.01 g
SDS0.2g

Bilesenler karigtirilip toplam hacim dH20O ile 10 ml’ye tamamlandi ve -20’de muhafaza
edildi.

27



Destain (Durulama) Cozeltisi
%5 Metanol

%7,5 Asetik asit

%87,5 dH20

Akrilamid (%40°lik) (37,5:1)
2.6 g bis-akrilamid

97,4 g akrilamid

dH20 ile 250 ml ye tamamlandi.
SDS-page Tamponu (10X)
30.3 g Tris-Base

144q Glisin

10g SDS

dH20O ile 1 It ye tamamlandi.
1.5M Tris-HCI pH: 8,8

181,5 g Tris Base 900ml saf suda ¢oziildii. HCI ile pH’1 ayarlandi. Saf su ile 1 1t’ye

tamamlandi.

0,5M Tris-HCI pH:6.8

12,19 Tris-Base 150 ml dH20’da ¢6zuldu.
HCl ile pH’1 6,8 ¢ ayarlandi.

Distile su ile 200 ml’ye tamamlandi.
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Semidry Transfer Tamponu (5 X)

29 g Tris

14.5 g Glycine

1.859 SDS

1Licin

pH 8,3’e ayarlanur.

(1 Xicin 16 ml 5X, 20 MI methanol, 100 ml ye su ile tamamla)
10X TBS stok (1 litre igin)

24.23 g Trizma-HCI

80.06 g NaCl

Cozeltinin pH’1 7.6 civar1 olmaktadir. (+4°C’de saklanir)
TBST

10X’1lik TBS stogu 1X’e seyreltilir ve i¢ine son hacim orant %0.05 (v/v) olacak sekilde
Tween 20 koyulur (Or: 10 ml 10X stok + 89.95 ml ultra saf su + 50 pl Tween 20).
(+4°C’de saklanir)

Bloklama Tamponu

TBST icine %5 (w/v) oraninda BSA koyulur (Or: 5 g BSA tartilip 100 ml’ye TBST ile

tamamlanir).
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2.1.5 Kullanilan Cihazlar

Sogutmali santrifiij Hettich Zantrifugen Mikro 200R, Almanya

Su banyosu, Memmert

Thermal cycler cihazi, Applied Biosystems Gene Amp. PCR System 9700, ABD
Thermal cycler cihazi (Eppendorf Mastercycler Personel), Almanya

Hassas terazi Sartorius 110g-0,0001 g, Turkiye

Kuru blok Techne DB.2D, ingiltere

Etlv N-500 Nive, Turkiye

Jel gorintileme sistemi, UVP Jel Dokimantasyon Sistemleri, Olympus 40X kamerasi,

Japonya

Otoklav Transmedikal, Turkiye

Manyetik karistirict Boeco/ MSH 300, Almanya

Dikey Jel Elektroforezi Thermo Scientific(Owl), Amerika
Shaker Isiticili Heidolph unimax 1010 / inktbator 1000, Almanya
UVP, UV CL-1000 ultraviolet crosslinker, Amerika

PH metre Mettler Toledo mp220, Isvigre

Nanodrop ACTGene Asp-2680, Amerika

Vorteks Nive, Turkiye

Yatay jel elektroforezi Hul3 SCIE Plas, Ingiltere

Distile su cihaz1t GFL 2002, Almanya

-80 buzdolab1 Sanyo CFC-Free, Ingiltere

S1v1 azot tanki International cryogenics Inc. IC 20D, Amerika
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2.1.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Malzemeleri

Tag DNA Polimeraz (5 tnite) (MBI Fermentas, Litvanya)

10X Tampon (750 mM Tris-HCI, 200mM (NH4)2S04, % 0.1

25 mM MgCI2 (MBI Fermentas, Litvanya)

dNTP (dATP, dDTP, dGTP, dCTP, dTTP) (Fermentas, Litvanya)
0,2 mI’lik PZR tupleri (Grenier Bioone, Avusturya)

2.1.7 Kullanilan Kitler

Invitrogen ‘Champion pET 151/D Directional Topo’ Ekspresyon Vektori
Invitrogen One Shot Kompotent Hucreleri

Invitrogen BL21(DE3) Star Kompotent Hucreleri

Macherey- Nagel’in NikleoSpin Extract Il

Macherey- Nagel’in NikleoSpin Plasmid

Invitrogen Anti-HisG HRP Antikor

2.2 YOontem

2.2.1 Bakteri Kiiltiirii ve Saklanmasi

Toplam 112 hastadan, endoskopi tinitesinde alinan mide biyopsi 6rneklerinin 72’si , steril

serum fizyolojik i¢inde laboratuvara ulastirildiktan sonra en ge¢ dort saat icinde kiiltiiriintn

yapilmast i¢in isleme alindi. Ardindan, steril 6ze ile % 7 oraninda taze, defibrine at kam

ve beyin-kalp inflizyon agar (brain- heart infusion agar) iceren plaklara ekim yapildi.

Beyin-kalp inflizyon agar ise tiretici firmanin onerisi dogrultusunda 500 ml distile suya 26

gram eklenerek 6nce kaynar su banyosunda 30 dakika eritildi ve daha sonra da

otoklavlanarak hazirlandi. Agar 45-50°C’ye kadar sogumasi beklendikten sonra, daha

onceden hazirlanan 5mg/l ‘lik Ampfoterisin B ve 10 mg/l ‘lik Vankomisin ¢ozeltilerinden

I’er mg pozitif mikroorganizmalar ve funguslarin iiremesini dnlemek amaciyla besiyerine

kondu. Daha sonra hizla, taze defibrine at kanindan 35 ml karisima eklendi, karistirildi ve
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plaklara 20’ser ml dagitildi. Dagitildiktan sonra besiyerindeki hava kabarciklarim
patlatmak ve kontaminasyonu engellemek amaciyla plaklarin tizerinde bek alevi gezdirildi.
Besiyerinin donmasi i¢in oda sicakliginda beklendikten sonra plaklar +4°C’ye kaldirildi.
Daha sonra H. pylori’nin {iremesi i¢in uygun atmosfer ortamini (%5 O, %10 CO,, %85
N,) saglamak amaciyla anaerob kavanoza ‘Gas Generating Kit’ (Oxoid, Ingiltere) ve
nemli ortam saglamak igin de nemli bez kondu. Uremenin olmasi igin 37°C ‘lik etiivde 4

ila 7 guin inklbe edildi.

Ureaz testi: Hastalardan alinan biyopsi 6rnekleri “(ire broth base’ iceren besiyerinde 2 saat
37°C ‘de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda kirmizi renk olusmasi halinde test

pozitif olarak degerlendirildi.

Her 2 uygulama (klltar ve Ureaz test) sonucu pozitif olarak sonuclanan biyopsi 6rnekleri
Helicobacter pylori pozitif olarak degerlendirildi ve genomik DNA ekstraksiyonu

yapilmak iizere -80°C’de saklandi.

Suslar, %15 gliserol igeren Brucella Broth ile hazirlanan saklama soliisyonunda saklanda.
Saklama solilisyonu, iiretici firmanin Onerisi dogrultusunda 2.81 gr brucella broth tartilip,
100 ml distile suda kaynar su banyosunda eritildikten sonra, otoklavlanarak hazirlandi.
Agarin 45- 50°C ‘ye sogumasi beklendikten sonra 75 ml brucella broth’a 15 ml gliserol
eklenerek, %15 gliserol iceren brucella broth saklama soliisyonunu hazirlanmis oldu.
Ureyen koloniler 6ze yardimiyla bu karisimdan 1ml igeren ‘cryo-vial’ lere hizla
aktarildiktan sonra, vakit kaybetmeden -80°C’lik derin donduruculara kondu. Besiyerine

ekilen 72 6rnekten lireyen 46 drnek bu yontemle saklandi.

2.2.2 Kiiltiir’den Bakteri Genomik DNA Izolasyonu

1. Ureyen orneklerdeki koloniler 750 pl TE tamponu iceren ependorf tiiplere steril 6ze
ile aktarildi.

2. Bakteri pelletinin ¢cokmesi icin 10.000 rpm’de 10 dakika santriftj edildi.

3. Santriflij sonunda bakteri pelleti, 400 ul TE tamponu ile yikandi ve bakteri duvarini
pargalamak amaciyla 100ul, 10 mg/ml’ lik lizozim eklendi ve 37°C’lik su
banyosunda 30 dakika inkiibasyonu yapildu.
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4. Siire bitiminde hiicre zarin1 pargalamak i¢in, % 10’luk SDS’den 50 pl eklenerek
yine 37°C’lik su banyosunda 30 dakika inkiibasyonu yapildi.

5. Daha sonra, proteinleri parcalamak amaciyla, 10mg/ml ‘lik proteinaz K’dan 5 pl

eklenerek 56°C’lik su banyosunda 1 saat inkiibasyonu yapildi.

6. Inkiibasyon sonunda, tiipteki karisima esit hacimde fenol eklenip 10.000 rpm’de 10
dakika santrifiij yapildi.

7. Santrifij sonunda DNA iceren (st faz temiz tiipe aktarilarak bir kez daha esit

hacimde fenol eklendi ve 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi.

8. Ust faz temiz tiipe almarak karisimin hacmiyle esit hacimde kloroform eklendi ve

10.000 rpm’de santrifiij yapildi.

9. Ust faz temiz tiipe alindi ve DNA’y1 ¢dktiirmek amaciyla, 20 pl 3M’lik sodyum
asetat ve karisimla esit hacimde mutlak alkol eklenerek —20°C’de bir gece

bekletildi. Béylece etanoliin DNA’y1 ¢oktiirmesi saglandi.
10. Bir gece sonra —20°C’den alinip 10.000 rpm’de 20 dakika santrifiij yapildi.

11. Santrifuj sonunda st faz dokiildiikten sonra, 1ml, %70’lik etanolle pellet yikand1 ve
tekrar 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi. Ust faz pipet yardimiyla alinarak
pellet oda sicakliginda 10 dakika kurumaya birakildi.

12. Son olarak da 100 pl distile su ile pellet ¢6zullip 56°C’ye ayarlanmis 1siticida 2
dakika beklendi. Elde edilen DNA solisyonu daha sonra kullanilmak iizere—
20°C’de sakland.

2.2.3 Biyopsi Orneklerinin Saklanmasi

Endoskopi sirasinda alinan mide biyopsi Ornekleri (ortalama 1-10 mg agirliginda),
%20’lik dekstroz ¢ozeltisi icinde laboratuara ulastirildiktan sonra -80 °C’de, vidali kapakli

tiipler i¢inde saklandi.
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2.2.4 Biyopsi Orneginden Bakteri Genomik DNA Ekstraksiyonu

Ankara Universitesi Hepatoloji Enstitiisii ve Gastroenteroloji Arastirma Laboratuarina
gelen, toplam 40 mide biyopsi 6rneginden H. pylori DNA ekstraksiyonunda sirasiyla

su basamaklar izlendi;

1. Calismadan 6nce ornekler -80°C’den ¢ikarildi ve oda sicakliginda eritildikten sonra
400 pl steril %0,085’lik (wt/vol) NaCl cozeltisinde doku homojenizatérinde 10 sn

parcalandi (ya da cam havanda ezildi).
2. Ardindan mikrosantrifiij tiiptine aktarildi ve 13 000 rpm’de 2 dk santrifiijlendi.

3. Santriflij sonunda iist faz atildi ve pellet 300 ul, TrisHCI (ph=8) tamponunda
¢ozalda.

4. 10 mg/mI’lik proteinaz K’dan 15ul eklendi.
5. 15 sn vorteks yapildi.
6. 56°C’de kuru blokta 1 saat inkiibasyon yapild1.

7.100 °C’de 10 dk daha inkiibe edilerek proteinaz K’nin inaktivasyonu saglandi.

2.2.5 PZR ile Genomik DNA Varhginin Dogrulanmasi

Genomik dna izolasyonu yapilan toplam 86 hastanin biyopsi ve kultir 6rneklerinden
elde edilen DNA’larin Helicobacter pylori pozitif oldugunu ve izolasyonun basarilt
oldugunu saptamak icin konvansiyonel PZR yapildi. PZR’de 23S RNA bdlgesini
cogaltan ZGE23 ileri ve DP1 geri primerleri kullanildi.

PZR reaksiyonu asagida verilen kosullarda gerceklestirildi ve sonuglar etidyum bromdir

ile muamele edilmis %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek UV altinda gézlemlendi
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Cizelge 2.1: PZR’de 23S RNA bolgesini cogaltan ZGE23 ileri ve DP1 geri

primerlerinin sekanslari.

[leri Primer DP1 5 ACGGCGGCCGTAACTATA 3’

Geri Primer ZGE23 5 ACAGGCCAGTTAGCTA 3’

Cizelge 2.2 23s rRNA PZR reaksiyon karisim1

dH20 29.5ul
dNTP (2mM) 5ul
Tampon (10X) 5ul
MgClI2 (25 mM) 3ul
fleri primer (ZGE23) 10pmol 1ul
Geri primer (DP1) 10pmol 1ul
Taq polimeraz(5u) 0.5ul
DNA 5ul
Toplam hacim 50ul

Cizelge 2.3 23s rRNA PZR reaksiyon kosullari

95°C 5 dk

95°C 1 dk

50°C1dk (30 Déngi)

72°C 2 dk

72°C 7 dk
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2.2.6 PZR ile CagA Pozitifliginin Saptanmasi

Bu calismada cagA pozitifligini saptamak amaciyla Empty Site(Bos Bolge) PZR
methodu kullanildi. ‘Bos Bolge’ elimizdeki DNA 6rneklerinde cagA gen bélgesinin
olup olmadigimi gérmemize imkan saglayan bir PZR methodudur. Ancak bunu cagA
bolgesini degil cagA’ya komsu bolgeleri ¢ogaltarak saglamaktadir. Bu da beklenenin
aksine pozitif degil negatif suslarda bant gormemizi saglamaktadir. Bu PZRde 468 ileri
ve 496 geri primerleri kullanilarak 324 bp’lik bir bolge ¢ogaltild1 ve sonuglar etidyum

bromiir ile muamele edilmis %2 lik agaroz jelde gorintilendi.

Cizelge 2.4: F1-468 ve R1-496 primerlerinin dizisi

fleri primer F1-468 HP519 5’ gt tgc ttg tat tgg cct tg 3°

Geri Primer R1-496 HP549 5’ gca tgc aca ttc cct aaa gt 3’

Cizelge 2.5 *Empty Site’ PZR reaksiyon karigimi

dH20 28.6 ul
Tampon (10X) 5pul
dNTP (2mM) 5ul
MgCI2 (25mM) 3ul
fleri primer 468 (10 pmol) 15ul
Geri primer 496 (10 pmol) 15ul
Taq DNA polimeraz(5u) 0.4 ul
DNA 5l
Toplam Hacim 50 ul

36



Cizelge 2.6 ‘Empty Site’ PZR reaksiyon kosullari

95°C 2 dk
95°C 30sn
57°C 30 sn (40 Dongu)
72°C 20sn
72°C 5 dk

2.2.7 PZR ile EPIYA Motiflerinin Saptanmasi

CagA pozitif oldugu saptanan suslarin icerdikleri EPIYA motiflerini goézlemlemek
amactyla PZR gergeklestirildi (Argent et. al 2005). CagA gen bolgesinde 3 farkli tirozin
fosforilasyon motifi gozlendiginden 3 farkli primer ¢ifti ile 3 farkli reaksiyon karigimi
hazirlandi. PZR i¢in cagA28F, cagAP1C, cagAP3E, cagAP2GC ve cagAP2TA primerleri
kullanildi. Sonuglar etidyum bromdir ile muamele edilmis %?2’lik agaroz jelde UV altinda

kontrol edildi.

Cizelge 2.7: EPIY A motiflerini belirlemek amaciyla kullanilan primerlerin dizileri

fleri Primer: cagA28F 5" TTCTCAAAGGAGCAATTGGC 3’

Geri Primer: cagA-P1C 5 GTCCTGCTTTCTTTTTATTAACTTKAGC 3’

Geri Primer: cagA-P2GC | 5 TTTAGCAACTTGAGCGTAAATGGG 3’

Geri Primer: cagA-P2TA | 5° TTTAGCAACTTGAGTATAAATGGG 3’

Geri Primer: cagA-P3E 5" ATCAATTGTAGCGTAAATGGG 3’
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Cizelge 2.8 EPIYA motiflerini belirlemek amaciyla gerceklestirilen PZR reaksiyonunun

bilesenleri

P1 motifi P2 motifi P3 motifi

dH20 29.6 ul dH20 28.6 ul dH20 29.6 ul

Tampon 10X 5ul Tampon 10X 5ul Tampon 10X 5ul

dNTP 2mM 5ul dNTP 2mM 5ul dNTP 2mM 5ul

MgClI2(25mM) 3ul MgCl2(25mM) 3ul MgClI2(25mM) 3ul

Tleri primer: cagA28F | Tleri primer: | Tleri primer: |
cagA28F cagA28F

Geri primer: 1l Geri primer: 1wl Geri primer: 1wl

cagAP1C cagAP2GC cagAP3E

- - Geri primer: 1ul - -
CagAP2TA

Taq polimeraz(5u) 0.4 ul Taq polimeraz(5u) 0.4 ul Taq polimeraz(5u) 0.4 ul

DNA 5ul DNA 5ul DNA 5ul

Toplam hacim 50 ul Toplam hacim 50 ul Toplam hacim 50 ul

Cizelge 2.9 EPIYA motiflerini belirlemek amaciyla gergeklestirilen PZR reaksiyonunun

kosullar1
95°C 2 dk
95°C 30sn
57°C 30sn (35 Dongl)
72°C 50sn
72°C 5dk

38




2.2.8 Klonlanacak bolge icin gerekli primerlerin tasarlanmasi ve PZR ile Cogaltilmasi

Klonlanacak bolgeyi ¢ogaltmak icin kullanilacak primerler cogunlukla Avrupa’da hakim
olan Helicobacter pylori referans sekanslarinin hizalanarak cagA genindeki antijenitesi ve
korunmuslugu en yiksek bolgelerin se¢ilmesi ile yapildi. Primer tasarlanmasi herhangi bir

primer tasarlama programi kullanilmaksizin yapildu.

Tasarlanan primerler klonlanlama isleminden sonra pet plazmitinin okuma c¢ergevesine
uyum saglayacak sekilde diizenlendi ve yonlii klonlanmanin saglanabilmesi i¢in ileri
primerin 5’ ucuna CACC dizisi eklendi. Etkin transkripsiyon sonlanmasini saglayabilmek

amaci ile geri primere sonlanma kodonu olarak TAATAA dizisi eklendi.

121 ATAGGCGCCA GCARCCGCAC CTGTGGOGCC GGTGATGOCG GUCACGATGD GTCCGGCOGTA GAGGATCGAG ATCTCGATCC

TT promotar hiilgesi

Lac operatdrd
T promotor — .

201 (CGCGAARTTA ATACGACTCR CTATAGGGGR ATTGTGRGCG GATAACAATT CCCOCTCTAGR AATAATTTTG TTTARCTTTAR

RBB fxHistidin eki

5 epitop

 —— U
281 AGRAGGAGAT ATACA _I‘ CAT CAC CAT CaAC CAT GGT AaG CCT ATC CCT RAC CCT CTC CTC GGT CTC
Met Hiz His His His His His Gly Lys Pro Ile Pro Rsn Pro Leu Leu Gly Leun
Tev tanima hdlgesi

— e —
351 GAT TCT ACG GAR RAC CTG TAT TTT CAG GGA ATT GAT CCC TT
GGG ARG TGEG

2sp Ser Thr Glu Asn Leu Tyr Phe Gln,Gly Ile Asp Pro Phe Th

A

ARGEGE CGRGCTCRGR

TT sonlanma hilgesi

411 TCCGGOTGCT RRCRARGCCC GRARAGGRRGD TGAGTTGGCT GCTGECOCACCE CTGRGCRATR RC T‘AIG CRTRR

Sekil 2.1 Pet 151/D plazmitinin sekans analizi. T7 promotor, klonlanma, sonlanma,
6Xhistidin ve TEV tanima bolgeleri. ATG: Baglangi¢ kodonu RBB: Ribozom baglanma
bolgesi

Cizelge 2.10: F2 ve R8 primerlerinin dizileri

F2-Tleri primeri 5'CACC GAATTC AAA AAT GGC AAA AA 3

R8-Geri primeri 5'TTATTAACCTGC TTT AGC TTC TGATACCG 3'
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Cizelge 2.11 Klonlanacak bolgenin PZR reaksiyon bilesenleri

dH20 12.75 wl
Tampon 10X 25ul
MgCI2(25mM) 1.5 pl
dNTP(10 mM) 05 ul
F1-cagA(10 pmol) 1.25 ul
R8-cagA(10 pmol) 1.25ul
Taq (5u) 0.5 ul
DNA 5 ul
Toplam hacim 25 ul

Cizelge 2.12 Klonlanacak bolgenin F2 ve R8 primerleri ile gergeklestirilen PZR

reaksiyonun kosullari

95°C 2 dk
95°C 30sn
59°C 30sn (40 Déngl)
74° C 1.5dk
74°C 5 dk
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2.2.9 Klonlanacak Bolgenin Jelden Ekstraksiyonu

Jelden eckstraksiyon islemi Macherey- Nagel’in NukleoSpin Extract 1l Kiti ile
gergeklestirildi.

1. %!1’lik jelde yiiriitiilen per iriinleri jel ultraviole 1s18a en az sekilde maruz

birakilarak nester yardimi ile kesilerek alindi.

2. Alman jel pargast 500 ul NT tamponu icinde 56°C dereceli su banyosunda
cozllene dek 5-10 dk beklendi.

3. Cozelti daha sonra filtreli tiiplere aktarildi ve 11.000g de 1dk ¢evirildi.
4. Alt tiip atilarak yenilendi ve filtre iizerine 600 ul NT3 tamponu eklendi.
5. 11.000g de 1 dk cevirildi.

6. Alt tiip degistirildi ve icerideki alkolii ugurmak icin bos olarak tekrar 2 dk
cevirildi.

7. Filtre ependorf icine alindi ve iizerine 15-50 pl arasinda distile su eklendi.
8. Oda sicakliginda 1 dk beklendi.

9. 11.000g de son kez 1 dk ¢evirildi ve alt tiip alinarak DNA {iriinii muhafaza
edildi.

2.2.10 Ekspresyon Vektorine Klonlama

Ekspresyon vektoriine klonlama gergeklestirilirken PZR iriinii: TOPO vektor molar

oraninin 0.5:1 den 2:1 e kadar olmasina dikkat edildi.
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Cizelge 2.13 Klonlama reaksiyonu

Uriinler Kimyasal kompetent e.coli
PZR Urlni 2 ul
Tuz sollisyonu 1ul
Steril su 2ul
TOPO vektor (T
Toplam hacim 6 ul

1. Reaksiyon nazikge karistirildi ve 5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi (22-23°C).

2. Reaksiyon buz iistiine alind1 ve transformasyon asamasina gegildi.

2.2.11 Kimyasal Kompotent Hiicrelere Transformasyon

. Bir tiip OneShot TOP10 kimyasal kompotent hiicresi bir 6nceki asamada
hazirlanan 3pl klonlama iiriinii ile karistirildi. Pipet ile al ver yapmamaya

0zen gosterildi!

. Buz lizerinde 5 ila 30 dk arasi inkiibe edildi.

. Hicreler 30 sn 42°Cde su banyosunda bekletilerek 1s1 soku uygulandi.
. Ardindan hemen tekrar buza gegirildi.

. Hiucrelerin tzerine 250 pl oda sicakliginda S.O.C besiyeri eklendi.

. TUplerin agz1 sikica kapatildi ve yatay vaziyette 1 saat 200rpm’de 37°C de
calkalayicida inkibe edildi.

. Hicre Urinleri biri az biri ¢ok hiicre i¢erecek sekilde iki agar plaga dagitildi

ve geceboyu 37°C etiivde inkibe edildi.
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8. Ertesi glin her drnekten 5’er koloni alinarak sivi besiyerine ekildi ve bir
gece daha 37°C etiivde inklbe edildikten sonra plazmit izolasyonuna

gecildi.

2.2.12 Diisiik Kopya Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu Macherey- Nagel’in NiikleoSpin Plasmid kiti ile gergeklestirildi.

10.

Bir gece dnceden segici antibiyotik iceren sivi LB de biiyiitiilen yaklasik 6ml hiicre
20 dk 11.000g’de satrifiijlenerek cokertildi. Uzerindeki besiyeri atilarak bakteri
peleti elde edildi.

Bakteri peleti 250 pl +4 derecede muhafaza edilen Al tamponu iginde iyice

coziilerek pellet 2ml lik ependorflara alindi.

Uzerine 250 pl A2 tamponu eklendi. Hucrelerin A2 tamponu(Lizis tampon)

icerisindeki bekleme siirelerinin 5dk’y1 gegmemesine 6zen gosterildi.

Tam 5 dk sonra A3 tamponundan(Notralize edici tampon) 300 pul eklendi ve e.coli

hiicrelerinin patladig1 gézlendi.
Patlayan hiicreler 5-10 dk 11.000 g de cevirildi.

Supernatant iiretici firmanin sagladig silika filtreli tiiplere alindi. Tekrar 1 dk

11.000g de gevirildi.

Ustteki filtre yeni tiipe alind1 ve iizerine 600 pl A4 tamponu (Yikama tamponu)
eklendi. Tekrar 1 dk 11.000 g de cevirildi.

Filtre temiz tiipe alind1 ve 2 dk bos olarak ¢evirildi ve alkolun u¢masi saglandi.

Son olarak 50 pl distile su filtreler iizerine eklendi, oda sicakliginda 1 dk beklendi
ve 1 dk 11.000 g de gevirildi.

Filtreler atild1 ve bu sefer altdaki tiipler muhafaza edildi.

Izolasyon uriinleri %1’lik agaroz jele yiiklenerek gozlemlendi.

43



2.2.13 Plazmitlerden Pozitif Klonlarin Se¢imi ve Sekanslanmasi

Secilen klonlardan izole edilen plazmitlerin igerisindeki fragmentlerin dogrulanmasi
amaci ile klonlanacak bélgenin ¢ogaltildigi F1 ve R8 primerleri ile tekrar bir PZR

reaksiyonu gercgeklestirildi ve klonlarin hedef bolgeyi igerip igermedigi gozlemlendi.

PZR reaksiyonu sonucunda pozitif oldugu dogrulanan plazmitlerin sekanslanma
islemleri ise Perkin Elmer Genetic Analyzer ABI Prism 3100 cihazinda T7 promotor ve

geri primerleri ile gergeklestirildi. Primer yogunluklari 3.2 pmol’e indirildi.

2.2.14 Plazmitlerin Ekspresyon Hucrelerine Transformasyonu
1. Transformasyon basina bir tiip BL21(DE3) Star kompotent hiicresi ¢ozuldu.

2. Her tipe 1-5 pl hacim igerisinde 5-10 ng plazmit eklendi ve hiicreler pipet

ucu ile nazikge karistirildi. Hiicrelere pipetleme yapilmadi.
3. Buz lzerinde 30 dk inkube edildi.
4. Hiicreler sallanmadan 42 °C derecede 30 sn 1s1 sokuna maruz birakildi.
5. Hizl bir sekilde buza tekrar alindi.
6. 250 pl oda sicakliginda S.O.C besiyeri eklendi.

7. Tiplerin agizlar1 sikica kapatilarak yan bir sekilde 30 dk 37 dereceli
inklbatorde 200 rpm de calkalanarak inkibe edildi.

8. Tim transformasyon {iriinii se¢ici antibiyotik igeren sivi veya kati LB ye

ekilerek gece boyu inkiibasyona birakildi.

9. Ekspresyon asamasina gegildi.
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2.2.15 Ekspresyon
1. Gece boyu biydittlen kiltirden 500 pl alinarak 10 ml LB ye inokiile edildi.

2. OD 0.5-0.8 arasina ulasincaya dek 37° C li galkalayict inkibat6rde

buyatulmeye devam edildi.

3. Bakteri yogunlugu beklenen diizeye ulasinca kiiltiir iki tane 5 ml lik tiiplere
ayrildi. Kiiltiirlerden birine son konsantrasyonu 0.5-1 mM olacak sekilde
IPTG eklendi. Diger kiiltiire ise higcbirsey eklenmeden kontrol olarak
birakildi.

4. Hucreler 37° C de buyutilmeye devam edildi. 4-6 saat sonrasinda
orneklerden 2’ser ml SDS-Page de gdzlemlenmek Uzere mikrosantrifijde
maksimum hizda 30 sn gevirildi. Supernatant atilarak bakteri peleti -20 °C

derecede saklandi.

2.2.16 SDS Page Analizleri

SDS-page hesaplamalari Prof. Dr. Nilgiin Halloran’in

http://proteomics.awardspace.info/Chemistry%20calculator.htmllinkindeki

Biochemist’s Reference Calculator programi araciligi ile yapildi.
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Cizelge 2.14: SDS-page jel bilesenleri.

‘Running jel’ ‘Stacking jel’

Hacim hesaplamalarinda % 15°lik pipetleme hatas1 eklenmistir.
Son yuzde %12 %4

Jel sayist: 1
Jel dzellikleri Jel yliksekligi: Jel yiiksekligi:

7cm 3cm

Jel eni: 9 cm Jel derinligi: 1mm
Toplam hacim 8 ml 4 ml
1.5 M Tris HCI, pH 8.8 2ml _
0.5 M Tris HCI, pH 6.8 _ Iml
%40 T/2.6% C (37.5:1) 2.4ml 400 pl
Akrilamid / Bisakrilamid
9%10’luk SDS 80 pl 40 pl
Ultra saf su (Tip I, 18MQ) 3.476ml 2.536ml
%10’luk amonyum per siilfat 40 pl 20 ul
TEMED 4 ul 4 ul
* Amonyum siilfat1 taze hazirlanmali: 70 pl distile su igerisinde 7 mg APS

SDS-Page analizlerinde 10x10 cm’lik jel kaliplar1 kullanildi. ‘Running’ ve ‘Stacking’
olmak tizere iki ayri jel karisimi hazirlandi. Jel bilesenleri TEMED ve APS harig
sirasiyla iki jel karisimma da eklendi. Temed ve Aps akrilamid ve bis-acrilamid

arasinda polimerizasyonu baglattig1 icin jel dokiilmeden hemen 6nce eklenerek jeller
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hizli bir sekilde dékiildii. Once running jel dékiildii. Bunun hemen ardindan running
jelin iist ylizeyinde herhangi bir piiriizlii yapt ve hava kabarcigr kalmamas: icin jel
uzerine %20’lik izopropanol eklendi ve jelin polimerize olmasi beklendi running jelin
polimerize oldugu goézlendikten sonra stacking jele de TEMED ve APS eklenerek bu
jelde running jelin iizerine dokiildii ve jel lizerine 10°1u taraklar yerlestirildi. Stacking
jelinde polimerize oldugu gozlendikten sonra jel hemen kullanilmayacaksa hava
almayacak sekilde sarilarak +4 dereceye kaldirildi. Hemen kullanilacaksa dikey jel
elektroforezi sistemine yerlestirildi ve tank 1X SDS tampon ¢6zeltisi ile dolduruldu.
Onceden hazirlanan bakteri peletleri 80 pl 1X SDS tamponu iginde ¢ozlldi. 5 dakika
100 °C derecede inkiibe edildi ve en fazla 20 pl olacak sekilde yiiklendi. Protein
yiikleme islemi tamamlanan jeller 75 ila 100 V arasinda 1.5-3 saat ydratuldu. SDS
jellerin yiirtimesi de tamamlandiktan sonra jeller comassi blue boya igerisine alinarak
gece boyu boyama islemine birakildi. Ertesi giin destain (durulama) ¢ozeltisi ile berrak

hale gelinceye kadar muamele edilen jeller daha sonra uygun igiklar altinda analiz
edildi.

2.2.17 Western Blot Analizleri

Herhangi bir 6rnekten elde edilen ve ¢ok sayida protein igeren bir karigimin i¢inde istenen
tek bir proteini 6zgiin bir sekilde saptamak i¢in molekiiler biyolojide en yaygin olarak
kullanilan yontem Western Blot yontemidir. Bu sekilde ilgilenilen bir proteinin ornekte
bulunup bulunmadigr ve bulunuyorsa goreceli olarak (yar1 kantitatif) farkli gruplar
arasindaki miktar1 hesaplanabilir. Uygulanan protokol ve kullanilan boyaya gore
degismekle birlikte, bu yontemle membran iizerinde bulunan 5 ng gibi az miktardaki

proteinler dahi tespit edilebilir.

Western blot islemi birbirini takip edecek sekilde, (1) proteinlerin membrana aktarimi, (2)
bloklama, (3) birincil antikor uygulanmasi, (4) ikincil antikor uygulanmasi ve (5)

goriintliileme olmak iizere temel olarak bes basamaktan olusur.

[k asamada, jelde ayrilan proteinler membrana aktarilir ve diger tiim islemler bu membran

tizerinde gergeklestirilir.
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Proteinlerin membrana aktarimi pasif (kapiler) emdirim ve elektro-emdirim (electro-
blotting) olmak {izere temelde iki yontemden biriyle yapilabilir. Pasif emdirimde membran
ile jel iist liste koyulur ve aktarma tamponuyla islatilmis kalin filtre kagitlar1 arasina
yerlestirilir. Daha sonra bunlarin iizerine agirlik koyularak jeldeki bantlarin, 1slak filtre
kagitlarindaki tamponun kilcal etkisiyle membran tarafindan emilmesi saglanir. Ancak bu
islem birkag giin siirdiigiinden genellikle daha hizli ve etkin olan elektro-emdirim yontemi

kullanilir.

Elektro emdirim 1slak (wet blotting, tank aktarim sistemiyle) veya yar1 kuru (semi-dry
blotting, uygun cihazlarla) olarak yapilabilir. Islak emdirimde yine jel ve membran iist {iste
koyulur ve filtre kagitlariyla sandvi¢ seklinde hazirlanip anot ve katot taraflarina dikkat
ederek i¢inde transfer tamponu bulunan elektroforez tankina yerlestirilir. Bu islem 45 dk-1

sa gibi ¢ok kisa bir siirede tamamlanir.

Yar1 kuru emdirimde ise yine sandvi¢ seklinde hazirlanmis jel ve membran uygun

cihazlarla yatay olarak elektrik akimi verilir.

Western blot yonteminde ikinci basamak olan bloklama isleminde ama¢ membrana
aktarilan proteinlerin  disindaki bosluklarin  kapatilmasidir  (6zellikle proteinlerin
saptanmasinda antikor gibi immiinolojik etkilesimler kullanilacaksa). Bu sayede yine
protein yapisinda olan antikorlarin membranin bos kisimlarmma baglanmasi en aza
indirgenmis olur ve proteinlere baglanma orani da en {ist seviyeye c¢ikarilir. Bu amagla,
kullanilan membranin 06zelligine ve uygulanan protokole gore ¢esitli bloklama
tamponlari/¢ozeltileri kullanilabilir. Bloklama icin genellikle protein ajanlar tercih edilir.
Bunlardan en ¢ok kullanilanlar sigir serum albiimini (BSA), yagsiz siit tozu ve jelatindir
(genelde tercih edilmez). Tween-20, NP-40 ve Triton X-100 (genelde tercih edilmez) gibi
iyonik olmayan deterjanlar ve polivinilpirolidon (PVP-40) gibi baz1 diger maddeler de

kullanilabilir.

Bu asamadan sonra membran Oncelikle, ilgilenilen proteine 6zgii birincil antikor (IgG) ile
muamele edilir ve membrandaki proteinlerin antikor ile reaksiyona girmesi saglanir.
Birincil antikor secilirken hedeflenen proteine karsi iiretilmis ve iizerinde calisilan
organizmaya uygun olmasina dikkat edilmelidir. Ancak herhangi bir organizmada {iretilen
bir antikor diger canlilarda da capraz reaksiyon gostererek caligabilir. Bu bilgiler

antikorlarin saglandigi ticari firmalarin bilgi kagitlarinda yer almaktadir.
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Daha sonra da, renkli bir iiriin olusturabilen bir enzim [alkalin fosfataz ya da yabanturpu
peroksidazi (HRP)] bagh veya radyoaktif isaretli ikincil antikor (anti-lgG) ile muamele
ederek ikincil antikorun, hedef proteine baglanmis olan birincil antikorlarla etkilesime

girmesi saglanir.

Son olarak da membran goriintiilenir ve ardindan bilgisayar ortaminda kaydedilir veya film
olarak basilir. lkincil antikora baglanmis enzimler igin gelistirilen kemiliiminesans
Ozellikteki substratlar (luminol gibi) duyarliligi 6nemli 6l¢iide arttirmaktadir. Saptama
radyoaktif isaretleme ile de saglanabilmektedir. Bunlarin disinda daha farkli saptama

yontemleri de vardir.

Anti-HisG-HRP Antikoru (Fare Monoklonal) : Bu calismada {iretilmek istenen hedef
rekombinant protein daha Once de bahsettigimiz gibi ekspresyon vektoriimiizde hazir
olarak bulunan bir 6 tane Histidin aminoasiti ve bir tane Glisin aminoasiti eki eklenerek
tiretiliyor. Bu yiizden daha sonraki yapilacak Western Blot analizlerinde kullanilmak {izere
Anti-His 6zellikteki bir antikor segildi. Bizim bu ¢alisma i¢in kullanacagimiz Anti-HisG-
HRP Antikoru diger antikorlardan farkli olarak bir birincil ve ikincil antikorlarin flzyon
halinde bulundugu bir antikordur. Birincil Anti-His Antikoru ile onu taniyarak baglanan
ikincil Anti-lgG-HRP (Horse Radish Peroxidase) antikorunun tek antikor olarak
birlestirilmis halidir. Bu ylizden Western Blot analizlerinde iki farkli antikor yerine tek

antikor kullanildi.

Polihistidin (6XHis) bdlgesi

01
S|

]
L1 0

6XHis-Gly Epitopu

Sekil 2.2 AntiHisG antikorunun taniyarak baglanma gosterdigi epitopun lokasyonu.
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WESTERN BLOT PROTOKOLU
Oncelikle kullanilacak érnekten uygun olan bir ydntemle protein eldeki yapulir.

Ornekler birbirlerine yakin miktarlarda protein igerecek sekilde SDS poliakrilamid jele
yuklenir ve yuratilir.  Transferin basarili olup olmadigini kontrol edebilmek icin marker
olarak “prestained FERMENTAS SM1811” kullanildi

PVDF membran jelin boyutuna uygun olarak kesilir ve 10 dak. %100 methanolle

calkalayicida muamele edilir.

Membran ve yirimesi tamamlanan jel 15 dk. 1X semidry transfer tamponuyla

calkalayicida muamele edilir.

1. Membran ve jel sandvi¢ yontemiyle western blot transfer aparatina (thermo 88217
fast semidry blotter) yerlestirilir. Bu islem icin siinger 1X semidry transfer
tamponuyla 1slatilir. Uzerine bir adet kalin transfer kagidi transfer tamponuyla
islatilip koyulur. Onun {izerine jel koyulur. Jelin iizerine membran diizglin bir
sekilde yerlestirilir ve yine sirasiyla transfer tamponuyla 1slatilimig kagit ve siinger
koyulur. Hava kabarcigi kalmamasi i¢in silindirik bir malzemeyle {istiinden
bastirilir. Daha sonra sikigtirma aparatina jel tarafi siyah tarafa gelecek sekilde
koyulur ve sikistirilir. Transfer aparatina yine siyah taraf siyah tarafa gelecek

sekilde yerlestirilir.
1X semidry transfer tamponuyla 25 V’de 10 dk transfer islemi gerceklestirilir.

Proteinlerin transfer oldugu membran %5 BSA’l1 (w/v) TBST i¢inde (bloklama tamponu)
1,5 saat oda sicakliginda calkalayicida bloklanir.

Bloklama tamponu dokiiliir ve membran 3 kere 10’ar dakika TBST ile yikanir (Her

seferinde bir 6nceki dokulir).

Bloklama tamponunun icinde rekombinant proteinimize 6zgin “AntiHisG-HRP” (birincil
ve ikincil birlesik antikoru) 1:5000 oraninda seyreltilerek 12-16 saat ¢alkalayicida +4°C’de
calkalandi.

Membran 5’er dakika 4 kere TBST ile calkalayicida muamele edilir (Her seferinde bir

onceki dokalur).
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Kitin icindeki SuperSignal West Femto Luminol/Enhancer Solution ve SuperSignal West
Femto Stable Peroxide Solution reaktiflerinin 1:1 oraninda karistirilmasiyla “caligma
cozeltisi elde edilir. Elde edilen “calisma ¢6zeltisi” iginde membran 5 dak. oda sicakliginda
calkalayicida muamele edilir ve goriintiilenir. Calisma ¢ozeltisi 1518a duyarli oldugundan
bu islem karanlikta gergeklestirilmelidir. Substurat olarak Thermo Scientific firmasinin
#34095 katalog no.lu SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate isimli Kiti
kullanild1

Sonuglar ‘Kodak 4000 MM Image Station’ cihazinda goriintiilendi.

Sekil 2.3 Membran, jel ve filtre kdgidinin sandvi¢ yontemiyle hazirlanmasi ve transfer

aparatina yerlestirilmesi.
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3. ARASTIRMA BULGULARI
3.1 Bakteri Kiiltiirii ve izolasyon

Ankara Universitesi T1ip Fakiiltesi Hepatoloji Enstitiisiine basvuran hastalardan endoskopi
ile alinan 112 biyopsi 6rneginden 72’si bakteri kiiltliriine alindi. 72 6rnekten 46’s1 basarili
bir sekilde ¢ogaltildi. 112 6rnekten 40’1 ise biyopsiden genomik DNA izolasyonu methodu
ile izole edildi.

3.2 PZR ile Genomik DNA Varhginin Dogrulanmasi

Bakteri kiiltiirinden ve endoskopi ile alinan mide biyopsi Orneklerinden H.pylori
izolasyonu sonucunda elde edilen 86 Helicobacter pylori DNA’st ile 23S RNA PZR
reaksiyonu gergeklestirildi. 86 ornek igerisinden 57’sinde H.pylori DNAs1 basarili bir
sekilde amplifiye edildi.

Sekil 3.1 23s rRNA PZR reaksiyonu agaroz jel gorlntisu nk: negatif kontrol pk: pozitif

kontrol
3.3 PZR ile CagA Pozitifliginin Saptanmasi

PZR ile H.pylori DNAs1 igerdigi dogrulanan 57 6rnegin cagA pozitifligini saptamak igin
‘Empty site(Bos bolge)’” PZR reaksiyonu yapildi. 57 6rnek igerisinden 35 tanesinde bant
gbzlemlenemedi. ‘Bos bolge’ PZR reaksiyonu negatif 6rnekleri gogaltabildigi igin bu 35
Ornegin cagA pozitif olduguna karar verildi. Agaroz jelde 324 b¢’lik bantlar gézlemlendi.
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Sekil 3.2 kuyu 1: PZR ile cagA pozitifliginin belirlenmesi

Gene Ruler 50bp Marker kuyu 1-11: PZR 6rnekleri NK: negatif kontrol

3.4 PZR ile EPIYA Motiflerinin Saptanmasi

Tirozin fosforilasyon motiflerinin belirlenmesi ig¢in gergeklestirilen PZR reaksiyonu
sonucunda agaroz jelde fosforilasyon motifi 1(P1) igin 264 b¢’lik bantlar, fosforilasyon
motifi 2 (P2) igin 309 b¢’lik bantlar, fosforilasyon motifi 3 (P3) icin ise 468, 570 ve 672
be¢’lik bantlar gozlemlendi. Daha dnceki PZR reaksiyonlarinda cagA pozitif olduklari
saptanan 35 6rnekten 15 tanesinde P1, P2 ve P3 motiflerinin her {i¢iide basarili bir sekilde

cogaltildi. 8 6rnekte sadece P1 ve P2 motifleri, 2 6rnekte sadece P1 motifi ¢ogaltilabilirken

diger 12 6rnekte herhangi bir fosforilasyon motifi ¢ogaltilamadi.

Sekil 3.3 : PZR ile EPIY A motiflerinin saptanmasi

50 bp gene ruler marker, 1 nolu 6rnek p1 ve p2 pozitif, 2 nolu 6rnek p1, p2 ve p3 pozitif, 3
nolu ornek ise birer tane p1 ve p2 motifi icerirken 2 tane p3 motifi igermekte.



3.5 Klonlanacak Boélgenin PZR ile Cogaltilmasi

Kullanilan F2 ileri primeri Helicobacter pylori’deki yiiksek tekrar dizilerinin varlig:
dolayisiyla 2 ayr1 bolgeye baglanma gosterdi ve bu ylizden PZR reaksiyonu sonucunda bir
biylk birde kuclk olmak tizere 2 amplikon olustu. Klonlanacak bdlgenin seciminde bir
onceki asamada tirozin fosforilasyon motiflerinin yliksek tekrarlarda oldugu orneklerin

secilmesine 6zen gosterildi.

Sekil 3.4 Klonlanacak bdlgenin PZR ile amplifikasyonu

3.6 Klonlama ve Klonlamanin Dogrulanmasi
3.6.1 Diisiik Kopya Plazmit izolasyonu

Invitrogen’den ticari olarak saglanan vektor diisiik kopya gogaltilan bir plazmit oldugu icin
kullanilan izolasyon kitinde fiiretici firmanin diisiik kopya plazmitlere 6zel Onerilerine
uyuldu. Kullanilan bakteri kiiltiirii normal sartlardan %10 daha fazla alindi. En son
asamada plazmitleri silika membrandan elde etmek i¢in kullanilan su 56°C derecede
isitilarak kullanildi. Elde edilen plazmit yogunlugunu arttirmak i¢in kullanilan elusyon

cozeltisi 50 ul yerine 35 ul’ye diisiiriildi.
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Sekil 3.5: Plazmit izolasyonunun %1 °lik agaroz jel elektroforezinde dogrulanmas.

3.6.2 Klonlanmanin Dogrulanmasi

4, 17 ve 30 nolu klonlarin BL21(DE3) ve BL21(DE3) Star suslarindan elde edilen
plazmitleri ile tekrar PZR reaksiyonu gerceklestirildi ve sonuglar %2’lik agaroz jelde

goruntalendi.

Sekil 3.6 Klonlanma sonucunda elde edilen klonlarin F1 ve R8 primerleri ile PZR’de
dogrulanmasi. Ornek siralamasi: 4 nolu klon (BL21(DE3)), 4 nolu klon (BL21(DE3) Star),
17 nolu klon (BL21(DE3)), 17 nolu klon (BL21(DE3) Star), 30 nolu klon (BL21(DE3)),
30 nolu klon (BL21(DE3) Star) son kuyu: negatif kontrol ve 1kb marker
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3.7 Plazmitlerin Sekans Analizleri

Pozitif klonlardan izole edilen plazmitler Sanger Di Deoksi yontemi ile T7 ileri ve geri
primerleri ile sekanslandi ve okuma c¢ergevesi analizleri yapildi. Yapilan analizler
sonucunda 4 nolu klonun igerisinde 939 b¢’lik uzun fragmentin oldugu 17 nolu klonun
igerisinde ise 804 bg’lik kisa fragmentin oldugu saptandi. Klonlarin okuma gevreleri ve

klonlanma yo6nleri kontrol edildi. Herhangi bir kaymaya ve mutasyona rastlanmadi.

Goto Base No. :] Find Sequence |

R 2 Lan-lisls 1] SIEEIESEERNNNNNY (I EEE NSNS |
kR CRTCATCACCATCACCATOG TAAGCCTA CTAAC CCTCTCCIOCGGTCTCGA;JT T
80 %0 1 1
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TC cCCcCcTT

AAAACCTGTATTT AGGG AATTGAT
130 140 150

Sekil 3.7: Fragment no:4 “lin sekans analizi
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Sekil 3.8: Fragment no:17’nin sekans analizi
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Elde edilen 4 ve 17 nolu klonlarin sekans analizlerinden yola ¢ikilarak aminoasit dizileri
elde edildi ve beklenen protein agirliklari gesitli veri tabanlarinda hesaplandi. Bu agirliklar
4 nolu klon i¢in 37.6 kD, 17 nolu klon i¢in ise 32.6 kD olarak saptandi. Bu hesaplamalar
pet 151/D plazmitinden gelecek ek bdlgelerinin +4 kD agirhigida eklenerek yapildi. Elde
edilen aminoasit dizileri BLAST veritabaninda arastirildi ve Helicobacter pylori’de cagA
genine ait bir bolge oldugu dogrulandi. Sekans analizleri yapilan 2 boélgenin ii¢c ayri
fosforilasyon motifinden 3’iiniide bulundurdugu da bu yolla dogrulanmis oldu. Iki

fragment arasinda bir aminoasitlik farklilik gézlemlendi.

4 nolu klon (311 amino asit)

EFKNGKNKDFSKAEETLKALKGSVKDLGINPEWISKVENLNAALNEFKNGKNKDFSKVTQAKSDLENSVKDVIIN

QKVTDKVDNLNQAVSVAKATGDFSKVEQALADLKNFSKEQLAQQAQKNEDFNTGKNSALYQSVKNGVNGTL

VGNGLSKAEATTLSKNFSDIKKELNAKLGNFNNNNNGLKNEPIYAKVNKKKAGQAASPEEPIYTQVAKKVNAKI
DQLNQVASGLGGVGQAGFPLKRHDKVDDLSKVGLSASPEPIYATIDDLGGPFPLKRRDKVDDLSKVGRSRNQE
LAQKIDNLNQAVSEAKAG..

33.6 kD

17 nolu klon (266 aminoasit )

EFKNGKNKDFSKVTQAKSDLENSVKDVIINQKVTDKVDNLNQAVSVAKATGDFSKVEQALADLKNFSKEQLAQ
QAQKNEDFNTGKNSALYQSVKNGVNGTLVGNGLSKAEATTLSKNFSDIKKELNAKLGNFNNNNNGLKNEPIYA
KVNKKKAGQAASPEEPIYTQVAKKVNAKIDQLNQVASGLGGVGQAGFPLKRHDKVDDLSKVGLSASPEPIYAT
IDDLGGPFPLKRHDKVDDLSKVGRSRNQELAQKIDNLNQAVSEAKAG..

28.6 kD

Sekil 3.9: 4 ve 17 nolu fragmentlerin aminoasit ve EPIYA motif analizleri.
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3.8 BL21(DE3) ve BL21(DE3) Star Suslarima Transformasyon

Secici antibiyotikli besiyerinde gece boyu inkiibasyon sonunda treyebilen koloniler pozitif

kabul edildi ve plazmit ekstraksiyonu i¢in siv1 besiyerinde biiyiimeye alindi.

3.9 SDS Page Analizleri

Pozitif olarak saptanan klonlarin arasindan ekspresyon amagli segilen 4 ve 17 nolu klonlar
IPTG ile uyarildiktan sonra 1.5’er ml besiyerinden bakteri peleti ayrilarak -20 derecede
saklandi. SDS page jeline kontrol amagli hem bos plazmit igeren e.coli hiicre hatt1 hemde
ticari firmanm sagladigi 120 kD agirhgindaki beta-galaktozidaz proteinini sentezleyen

kontrol plazmiti (lacZ) ile transfekte edilen hiicre hatt1 yiiklendi.

v

Wkl —

Agh-naee

—

Sekil 3.10: BL21(DE3) Star hiicre hattinda e.coli SDS page profili. Ornek siralamast:
kuyul protein ladder kuyu2 bos vektor —IPTG, kuyu3 bos vektor + IPTG , kuyu 4 4 nolu
Klon — IPTG, kuyu5 4 nolu klon + IPTG, kuyu6 17 nolu klon — IPTG, kuyu7 17 nolu klon
+ IPTG, kuyu8 kontrol plazmiti —IPTG, kuyu9 kontrol plazmiti + IPTG
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Sekil 3.11: BL21(DE3) hiicre hattinda e.coli SDS page profili. Ornek siralamasi: kuyu 1:
protein ladder, kuyu 2: bos vektor — IPTG, kuyu 3: bos vektor + IPTG, kuyu 4: 4 nolu
klon + IPTG, kuyu 5: 4 nolu klon — IPTG, kuyu 6: 17 nolu klon + IPTG, kuyu7 17 nolu
klon — IPTG, kuyu 8: kontrol plazmiti — IPTG, kontrol plazmiti + IPTG

SDS page analizleri sonucunda BL21(DE3) Star hiicre hattinda 17 nolu klonda IPTG’nin
eklenmesinin ardindan beklenen boyutta bir ekspresyon artisi gozlenirken 4 nolu klonda
rekombinant proteinin ekspresyonu gozlemlenemedi. 120 kD agirligindaki B-galaktozidaz
proteinini sentezleyen kontrol plazmitini iceren hicrelerde beklenen boyda ekspresyon
goriiliirken bos vektor iceren hiicre hattinda ise beklendigi lizere herhangi bir ekspresyon

degisimi goriilmedi.

BL21(DE3) hiicre hattinda ise 17 ve 4 nolu klonlarda IPTG eklenmesinin ardindan
beklenen boyutta belirgin bir ekspresyon artis1 gozlemlendi. Kontrol 6rneklerinde bos
vektorde herhangi bir ekspresyon degisimi goriilmezken lacZ plazmitinde B-galaktozidaz

proteini bagarili bir sekilde eksprese oldu.

3.10 Western Blot Analizleri

Western Blot analizleri sonucunda BL21(DE3) hiicre hattinda 4 ve 17 nolu rekombinant
proteinlerin varligi dogrulandi. BL21(DE3) Star hiicre hattinda ise sadece 17 nolu

rekombinant proteinin varligi dogrulanabildi.
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Sekil 3.12: BL21(DE3) Hiicre hattinda Western Blot Analizleri

Ornek Siralamasi: 17 nolu klon — IPTG, 17 nolu klon + IPTG, 4 nolu klon - IPTG, 4
nolu klon + IPTG, Bos vektor — IPTG, Bos vektor + IPTG

Son iki 6rnek: B-galaktozidaz — IPTG, B- galaktozidaz + IPTG

(Buttin 6rnekler Anti-HisG-HRP antikoru ile tespit edildi.)

.-.oz

Sekil 3.13: BL21(DE3) Star Hiicre Hattinda Western Blot Analizleri

Ornek Siralamast; 17 nolu klon — IPTG, 17 nolu klon + IPTG, 4 nolu klon — IPTG, 4
nolu klon + IPTG, Son iki 6rnek: Bos vektor — IPTG, Bos vektor + IPTG
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4. TARTISMA ve SONUC

Helicobacter pylori’de 120-140 kD agirliklar1 arasinda yiiksek immunojenik bir proteinin
varligi 1993 yilinda Covacci ve arkadaglarinin da iginde oldugu birkag¢ farkli aragtirma
grubu tarafindan fark edilmis, ayn1 anda klonlanmis ve ekspresyon analizleri yapilmigtir.
Ancak bu farkli arastirma gruplarinda analiz edilen proteinlerin gosterdigi agirlik
farkliliklar1 bu durumun laboratuarlar arasi deneysel farkliliklardan mi kaynaklandigi
yoksa saptanan proteinlerin birbirinden farkli proteinler mi oldugu konusunda
aragtirmacilarda soru isaretlerine yol agmisti. Son olarak saptanan proteinlerin yiksek
sitotoksin iligkili oldugunun dogrulanmasi ile bu proteinin yiiksek ¢esitlilik gdsteren bir tek
proteine ait oldugu dogrulandi ve bu proteinin ‘Sitotoksin iligkili gen A(cagA)’ olarak
adlandirilmasi uygun goriildii. Bu gelismelerin ardindan 1995 yilinda Timothy ve
arkadaslar1 tiim cagA genini basarili bir sekilde klonlamis, eksprese etmis ve saflastirarak
bir ELISA testi gelistirmistir. Gelistirdikleri bu sistemle diger tan1 yontemleri ile serolojik
yontemleri karsilastirmis ve serolojik tespitin yiiksek giivenirliligini gostermistir. 2004
yilinda Jia Yan ve arkadaslar1 ve Ke-Xia Wang ve arkadaslar farkli iki cagA fragmentini
klonlayarak ekspresyon ve ELISA caligmalarini yapmiglardir. 2008 yilinda Angelini ve
arkadaglar1 bir cagA gen fragmentleri kiitiiphanesi olusturarak ¢esitli fragmentlerin
eksprese olabilme diizeylerini analiz etmislerdir. Son olarak 2010 yilinda Klimovich ve
arkadaglar1 cagA pozitif Helicobacter pylori enfeksiyonlarinin tanisi igin ¢esitli immiin

belirtecler Urettiler ve aktivitelerini arastirdilar.

Helicobacter pylori’de cagA pozitif ve negatif suslarin tanimlanmasina yonelik bu
caligmalarin yani sira birgok ¢alisma yapilmistir. Bunlar ilk baslarda genelde cagA geninin
PZR ile genotiplenmesi seklinde olduysa da ilerleyen yillarda CagA geninin
tanimlanmasima yonelik ticari ELISA testleri de gelistirilmistir ancak bunlarin ¢ogu
immunoblot yapida, smirli sayida olup maliyeti yiiksek testlerdir. Bu testlerde ifade
edilmek amaciyla segilen fragmentlerin giivenilirliligi iiretilen proteinin antijenitesiyle
dogru orantili olarak artmaktadir ve iiretilecek testin kullanilacagi cografya da bu konuda
onem kazanmaktadir. Helicobacter pylori rekombinasyon ve mutasyon orani ¢ok yiiksek
bir bakteri oldugu icin c¢esitli cografyalarda goriilen genotip yogunluklar1 da farklilik
gostermektedir. Ozellikle Orta Asya ve Avrupa genotipleri cagA yapilart ve EPIYA
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motifleri bakimindan yiiksek farkliliklar gostermektedirler. Bu yiizden gelistirilecek

rekombinant proteinlerin de bu genotip farkliliklar1 goze alinarak yapilmasi gerekmektedir.

Cizelge 4.1: Yillara gore cagA pozitifligini saptamak i¢in yapilan ELISA ¢alismalari

CagA(128kD  protein)’nin  ilk kez tamimlanmasi | Antonello 1993
klonlanmasi ve ekspresyonu Covacci,Stefano

Censini,
rCagA Helicobacter pylori fragmenti ile enfeksiyonun | Timothy L. Cover, | 1995
serolojik olarak saptanmasi Martin J. Blaser
CagA geninin 2.148 bg lik fragmentinin ekspresyon | Jie Yan, Yuan Wang | 2004
sisteminin olusturulmas: ve cagA geninin, cagA proteinin
saptanmasi, hasta serumlarinda cagA antikorunun
saptanmasi
Coccoid formdaki Helicobacter pylori den bir cagA | Ke-Xia Wang, Xue- | 2004
fragmentinin klonlanmasi ve sekans analizleri Feng Wang
Helicobacter pylori cagA domainlerinin kiitiphane tabanli | Alessandro Angelini, 2008
taranmasi ve ekspresyonu Tommaso Tosi
CagA  pozitif  Helicobacter  pylori suslarinin | Alexander V. | 2010
saptanabilmesi i¢in immiin belirteglerin gelistirilmesi Klimovich

Turkiye’de genel olarak rastlanan Helicobacter pylori genotipi Avrupa ile benzerlik
gostermektedir. Bu nedenle biz bu ¢alismamizda ¢esitli primerler ve ifade edilmek iizere
bir cagA bolgesi segerken Avrupa ve Tiirkiye’ye yakin 6zellik gésteren sekans analizlerini
kullandik ve bunlarin i¢inden korunmuslugu ve fosforilasyon motifleri en yiiksek olanlarin

secilmesine 6zen gosterdik.

Caligmamizda izole ettigimiz 57 Ornekten 22si cagA negatif, 35i cagA pozitif olarak
saptandi. CagA pozitif 6rneklerin EPIYA motif analizleri yapildi ve klonlama i¢in en

yuksek rakamda EPIYA motifi iceren orneklerden biri tercih edildi. Klonlayacagimiz
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bolgeyi cogaltmak igin gergeklestirdigimiz pzr reaksiyonunda ileri primerin iki farkli
bolgeye baglanmasi sebebiyle Helicobacter pylori’de 2 amplikon olustu. Bu iki amplikon
bir arada klonland1 ve sonug olarak biri biyik(4 nolu klon) biri kiiciik(17 nolu klon) boyda
olmak Uzere iki farkli klon elde edildi. Elde edilen klonlar 37°C derecede 1mM IPTG ile
uyarild1 ve ekspresyon analizleri BL21(DE3) ve BL21(DE3) Star olmak tizere iki farkli
hiicre hattinda analiz edildi. Bunlardan 17 nolu klon her iki hiicre hattinda da basarili bir
sekilde iiretilirken 4 nolu klon sadece BL21(DE3) hiicrelerinde uretilebildi. Uretilen
proteinlerin hedef proteinler olduklar1 anti-histidin antikorlar1 ile Western Blot deneyinde

dogrulandi.

Bu caligmada ifade etmeyi basardigimiz iki farkli rekombinant cagA proteini pet151/D
plazmitinin kendi yapisinda bulunan 6 histidin aminoasiti ve V5 epitopu ile bir aradadir.
V5 epitopu bize anti-histidin antikorlarinin yani sira anti-V5 antikorlari ile protein varligini
saptayabilecegimiz bir bolge daha saglar. Ifade ettigimiz bu rekombinant proteinler ile bir
ELISA sistemi kurulmak istendiginde hedef proteinin antikor olusumunu uyarabilme
niteligi hibridoma teknolojisi ile arastirllmalidir. Gerekirse tasarlanmast muhtemel bir
ELISA kitinde ikincil antikor olarak kullanilmak tizere monoklonal anti-rekombinant cagA
tiretim ¢aligmalar1 yapilmalidir. Bu arastirma icin ise hedef protein 6ncelikle saflastirilmal
daha sonra 6Xhistidin eki ve V5 epitopundan ayrilarak 6zgiil bir hale getirilmelidir. Bu
caligmada tretilen rekombinant proteinler regine bazli affinite kromotografi yontemi ile
saflagtirilabilir niteliktedir. Regine 6XHistidin aminoasidine kars1 yiiksek ilgi ve segigilik
gosteren yapida bir molekiildiir. Pet 151/D vektorii ayn1 zamanda bu ekleri ayirarak saf
cagA proteini elde etmemizi saglayacak olan TEV proteaz bolgesi ile bir aradadir. Elde
ettigimiz bu proteinler TEV proteaz enzimi ile muamele edilerek bu ek bolgelerinden
ayrilabilme niteligine sahiptir. Ancak hedef proteine herhangi bir 6XHistidin tabanli

saflagtirma islemi uygulanacaksa bu islem saflastirmadan sonraya birakilmalidir.

Helicobacter pylori’ye yonelik ELISA testleri ilk baslarda ¢gogunlukla tiim hiicre lizatinin
antijen olarak kullanilmasi prensibi ile olusturulmustur. Rekombinant protein {iretimi ise
tantya yonelik alanlardaki saf antijen ihtiyacini karsilagmistir. Saf cagA antijenlerinin
eksikliginde total H.pylori proteinlerinin  kullanilmasi anti-cagA  antikorlarinin
gelistirilmesini ve hibridoma c¢alismalarinda tek klon eldesini zorlagtirmakta ve

karmagiklastirmaktadir.
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Helicobacter pylori enfeksiyonunda c¢ogu enfekte birey asemptomatik iken bazi
durumlarda enfeksiyon akut, kronik gastrite neden olmakta ve peptik Ulser ve gastrik
adenokarsinoma gelisiminde O©nemli rol oynamaktadir. Yapilan arastirmalar cagA
pozitifliginin peptik iilserli hastalarda gastritli hastalara oranla onemli oranlarda yiiksek
oldugunu gostermistir(Peek et. al, 1997). CagA pozitif hastalarda cagA’nin yiiksek
antijenitesi antikor olusumunu uyarmaktadir ve bu antikor H.pylori enfeksiyonunda 0zel
klinik bir belirte¢ olarak kabul edilmistir. H.pylori’de cagA ya yonelik gelistirilen ELISA
testleri gen havuzundaki yogunluguna bakmaksizin tek bir H.pylori izolatina yonelik
gelistirilmis antikor cevabini tespit edilebilmesini saglarken ayni zamanda cagA’nin
gastrik kanser basta olmak {izere cesitli gastrik hastaliklara yol agma mekanizmasini
anlamakta ve tedavi stratejisi gelistirmekte de Onem teskil etmektedir. Her ne kadar
CagA’nin basta gastrik kanser olmak tizere birgok gastrik hastalikla olan iligkisi daha fazla
aragtirma ile dogrulanmaya gerek duysa da dispeptik hastalarin cagA pozitif olup
olmadiginin dnceden saptanmasi ve bu hastalarin antimikrobiyal terapi uygulamasi i¢in

secilmesi klinik agidan yol gosterici olacaktir.
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