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1. GIRIS VE AMAC

Helicobacter pylori dinya niifusunun yarisim1 enfekte eden peptik iilserden
adenokarsinomaya kadar genis Olclide gastrointestinal hastaliklara neden olan Gr
negatif, hareketli, zorunlu mikroaerofil bakteridir. Tan1 ve tedavisinin kolay olmasi
hem hastaligin tedavisi hem de ileride olusabilecek patolojilerin 6niine gecilmesi
acisindan deger tasimaktadir (1, 2, 3, 4).

Helicobacter pylori dogal yasam ortami olan mide mukozasina yerlesir. Burada
mukus i¢inde asit ortamdan korunarak yasamini sirdiiriir. Asitle birlikte {ilser
olusumunda en 6nemli etkendir. Agizdan alinarak mide mukozasina ulasan bakteri
hem epitele yapisarak hem de l6kositleri uyararak sitokinlerin salinimina neden olur.
Bunlardan IL-1, IL-6, IL-8, TNF, IFN gibi baz1 sitokinler viicutta farkli
mekanizmalar1 etkileyerek doku yikimina neden olurlar ve epitel hiicre erozyonu,
ilserasyonu ve c¢esitli hastalik tablolarini olustururlar (2).

Bakterinin neden oldugu enfeksiyon ¢ogu hastada latent olarak kalmaktadir ve
yalmiz enfekte kisilerin %20’sinde peptik iilser ve gastrik malignite gelismektedir (3,
4). Bir¢ok arastirmada H. pylori ile peptik ilser hastaliklari, gastrik adenom, gastrik
kanser, gastrik hiperplastik polip, MALT lenfoma arasinda yakin iliski gosterilmistir
(5). Helicobacter pylori enfeksiyonu olan hastalarda sitokin gen polimorfizmi iizerine
yapilan bir¢ok ¢alisma vardir. Bu ¢alismalarin ¢ogunda sitokin gen polimorfizmi ile
gastrik kanser arasindaki iliski arastinlmistir. H. pylori enfeksiyonu olan hastalarda
peptik iilser ve noniilser dispepsi gelisiminde sitokin gen polimorfizminin etkisi ile
ilgili ise smirlt sayida ¢alisma mevcuttur.

Bu calismada noniilser dispepsi ve peptik iilser hastalarinda sitokin gen
polimorfizmleri arastirildi. Arastirmada iki hasta gurubunun mide biyopsi 6rneginde
ve gaitada mikrobiyolojik inceleme ile H. pylori varligi arastirilmasi, hasta kaninda

sitokin gen polimorfizmlerinin belirlenmesi, bunlarin karsilastirilarak analizlerinin



yapilmasi ve bdylece iki hasta grubu arasinda sitokin gen polimorfizmleri agisindan

olusan farklarin ortaya konulmasi amaglanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tarihce

Gastrik iilser 1586 yilinda bir Italyan doktor tarafindan tamimlanmis ve 1688
yilinda Isvecli Johannes von Muralt otopsiyle ilk duedonal iilseri rapor etmistir (6).
1875 yilinda Bottcher ve Letture gastrik {iilserli alanlarda bakteriyi kesfetmis ve ilk
hipotez olarak bakterinin {ilsere neden oldugunu 6ne siirmiistiir (7).

1881°de Rappin gastrik spiral bakteriyi ve 1893’de Bizzozero kopek midesinde
ilk spiral bakteriyi tanimlamustir. Bir Italyan patolojist olan Salomon 1896’da kedi ve
fare midesinde benzer bulgular1 rapor etmistir (8). 1906°da insan midesinde ilk spiral
bakteri gosterilmis ve 9 yil sonra midesinde spiral mikroorganizma olan hastalarda
duedonal iilserasyon ve gastrit rapor edilmistir (9).

1938’de 242 otopsi vakasinin %43’linlin midesinde hematoksilin ve eosin
boyasiyla spiroketler gosterilmistir (10). 1939°da gastrik {ilser ya da karsinomali
hastalarin gastrik rezeksiyon orneklerinin % 37’sinde spiroketler rapor edilmistir (11).

1975 yilinda gastrik iilserasyonlu hastalarin rezeke mide 6rneklerinin %80’inde
bakteri varhigi bildirilmistir (12). 1979°da gastrik {ilser hastalarinin epitelyal
hiicrelerinin luminal yiizeyinde spiral bakteri tanimlanmis ve zaman peptik iilser
patogenezinde gastrik bakterilerin rolii tekrar 1lgi konusu olmustur (13).

Helicobacter pylori igin modern ¢ag hekim Barry Marshall ve histopatolojist
Robin Warren’in Bati Avusturalya’da klinik aragtirmalariyla baglamistir. Warren
gastrik biyopsi orneklerini Warthin-Starry boyasiyla boyamis ve mukozal bakterilerin
varligim1 gostermistir (14). 1982 Nisan aymna kadar basil tiim caligmalara ragmen

kiiltlirde iiretilememistir. Cogu Campylobacter’ler uygun kosullarda 48 saatte lirerken



bu koloniler 3 giin gegmesine ragmen goriiniir hale getirilememistir. Paskalya haftasi
boyunca istemeden 5 giin inkiibe edilen playtlerde koloniler goriilmiistiir (15, 16).
Gastrit yapan bu bakteriyle ilgili bilgiler 22 Ekim 1982’de Royal Australian College of
Physicians Dergisinde ilk kez sunulmus ve 1983 yilinda yayimlanmistir. Bu
mikroaerobik, kavisli, Gram negatif, hem morfolojik hem de guanin/sitosin DNA
icerigiyle diger Campylobacter'lere benzer bakteriye Campylobacter pyloridis
denilmistir (16). 1984’de H. pylori enfeksiyonunun gastrik mukozadaki enflamasyon
ve polimorfonukleer hiicre infiltrasyonu ile yakin iligkili oldugu saptanmistir (17).
1989°da C. pylori'nin Campylobacter genusuna ait olmadigi gosterilerek yeni bir
genus ismi Onerilmistir (18, 19). Helicobacter ismi organizmanin in vivo helikal in
vitro basil benzeri olan iki morfolojik 6zelligini géstermesi agisindan kabul edilmistir.
Epidemiyolojik ¢alismalar1 kolaylastirici seroloji, hizli iireaz testi, iire nefes testi gibi
giivenilir tani testleri gelistirilmis ve kullanilmaya baslanmistir (20, 21, 22, 23).

1991°de H. pylori enfeksiyonu ile gastrik kanserin iligkili oldugu yoniinde
caligmalar yayimlanmistir (24).

1994°de H. pylori 1. derece karsinojen olarak taninmis ve National Institutes of
Health Consensus Development Conference Statement tarafindan gastrit yada
duedonal f{ilser ile birlikte H. pylori enfeksiyonu olan tiim hastalarin bakteri
eradikasyon tedavisi almasinin gerekliligi belirtilmistir (24, 25). 1997°de Avrupa
konsensus panelinde H. pylori enfeksiyonu ve peptik iilser, diisiik derece MALT
lenfoma, ciddi makroskopik ya da mikroskopik gastrit ya da rezeke erken gastrik
kanser hastalarinda proton pompa inhibitoriiyle beraber iiclii tedavinin enfeksiyonun
eradikasyonu i¢in kullanilmasi Onerilmistir (26). 1997°de H. pylorimnin genomu
coziimlenmistir. Bu kesif bilim adamlarmi bakteriyi daha iyi tanimaya ve bakteriyle
savasmak icin daha etkili ilag¢ tedavisine yonlendirmistir (25, 27).

Gastrit ve peptik ilserle iligkili bu bakteriyi bulmak ve antibiyotikler ile
tedavisini saglamak Marshall ve Warren’e 2005 yilinda fizyoloji ve tip alaninda Nobel
Odiiliinii kazandirmustir (28).



2.2. H. pylori’ nin Genel Ozellikleri

2.2.1. Selliiler Morfoloji

Helicobacter pylori gastrik biyopsi orneklerinde spiral yada S seklinde,
mikroaerofilik, Gram negatif basildir (29, 30). Kat1 besiyerinde kiiltiirii yapildiginda
spiral sekli ortadan kalkar ve basilimsi yapida goriilir (31). Gastrik biyopsi
orneklerinde H. pylori organizmalar1 2.5-5.0 pm uzunlugunda ve 0.5-1.0 pm
genisliginde hareket i¢in tek ucunda dort ya da alt1 flagellasi olan bakteridir (29, 31).
Her flagella yaklasik 30um uzunlugunda ve 2.5 nm kalinligindadir (31, 32).

2.2.2. Koloni Morfolojisi

Helicobacter pylori kolonileri gesitli maddeler eklenmis kanli agarda 37 °C’de
ortalama 3-5 giinde 1-2 mm capinda yuvarlak, konveks ve saydam olarak goriiliir.
Kanli agarda koloniler etrafinda hafif hemoliz olugsmaktadir. Bu hemoliz nedeniyle

koloni etrafinda gri bir zon goriilebilir (33).

2.2.3. Ultrastriiktiirel Ozellikleri

Gastrik biyopsi orneklerinde tannik asit sabitleyici olarak kullanildiginda H.
pylori’nin dis membranindaki glikokaliks benzeri yapisi1 goriilebilir. Glikokaliksin

iplik benzeri uzantilari ile bakteri gastrik epitelyal mikrovililere tutunur (29).
2.2.4. Biyokimyasal Ozellikleri
Helicobacter  pylori  lreaz, katalaz, ¥ DNAaz, alkalen fosfotaz,

l16sinaminopeptidaz, oksidaz, gamaglutamil aminopeptidaz enzimleri salgilayabilir

(34). Baz1 orneklerde iireaz ve katalaz negatif ola suslar da bildirilmistir. Hippurat



hidrolizi, H,S iiretimi, nitrat rediiksiyonu, indol formasyonu, %1 ve %3.5’lik NaCl’de

tireme ve indoksilat hidrolizi ise negatiftir (33).

2.2.5. Kiiltiirel Ozellikleri

Kat1 besiyerine mikroaerofil ekim yapildiktan 3-5 giin sonra kii¢iik renksiz
koloniler goriiliir. Laboratuar ortaminda aerobik kosullarda canliligini 7 saat kadar
koruyabilir. %5-10 koyun yada at kani eklenmis Columbia base agar gibi
zenginlestirilmis besiyerlerinde, %50,- %5-10 CO, igeren ortamda ortalama 37°C’de
3-5 giinde ve pH 6,9-8,0 arasinda iyi tirer (35). H. pylori de Skirrow’s (vankomisin,
trimetoprim ve polimiksin B) (36) ya da Dent’s ilavesi (vankomisin, trimetoprim,
cefsulodin ve amfoterisin) (37) olarak adlandirilan segici antibiyotikler besiyerine
eklenir. H. pylori ile kontaminant arasindaki fark saptayabilmek icin kat1 besiyerine
%0.4 triphenyltetrazolium chloride eklenebilir. Boylece kiigiik renksiz H. pylori
kolonilerinin etrafinda ‘golden’ kristalleri denilen presipitasyonlar goriiliir ve

kontaminant ile H. pylori ayirimi yapilir (38).

2.2.6. Makromolekiiler Ozellikleri

Helicobacter pylori’nin komple gen dizi sirasi (genom sequence) Tomb ve
arkadaslari tarafindan 1997 yilinda agiklanmistir (38). H. pylori genom biiyiikligii 1.6-
1.73 Mb ortalama 1.67 Mb, tek, sirkiilerdir (30-35). G/C oran1 34.1-37.5 ortalama
%35.2 moldiir (39). Toplam gen sayisi 1590 olup her biri ortalama 1091 baz ¢ifti
tagimaktadir (38).

2.2.7. Antijenik Yapi, Virulans ve Patojenite
Tablo 1’de gosterilen 6zellikler H. pylori’nin virulans ve patojenitesinde 6nemli

role sahiptir. Flagellar antijenleri Campylobacter ile ortak yapidadir. Ayrica “vakuol

yapici sitotoksin” H. pylori’lerin %65’ inde vardir ve epitel hiicresinde vakuol olusumu



ile ilgili hasar yapmaktadir (40). Tablo 1’de H. pylori’nin virulans ve patojenite

ozellikleri verilmistir.

Tablo 1. H. pylori’nin virulans ve patojenitesi

Ozellik Etki
Spiral sekil Mukus i¢inde motiliteyi saglar.
Flagella Hareketin etkin olusunu saglar.

Lipopolisakkaridler GM3 gangliozid ve Lewis B | Gastrik mukus sekrete eden hiicrelere selektif

antijenlerine 6zgiil baglanmay1 saglayarak kolonizasyonu saglar.

Ureaz A ve B Gastrik ortamda yasamim siirdiirmeye yardimci
olur.

Katalaz Gastrik ortam ve fagositik  vakuollerde

yagsamaya yardimect olur.

Fosfolipaz A ve B Mukusun  epitelyal hiicre = membranimnin

sindirimi, mukus 1slakliginin artigini saglar.

Proteaz Mukusun ve epitelyal hiicre membraninin
sindirimi, mukusun eriyebilirliginin artigina

neden olur.

Vakuol yapicr sitotoksin (Vac A) Epitelyum hiicre zararlanmasina neden olur.

Diisiik molekiil agirlikli kemoakraktif proteinler | Notrofil ve mononiikleer hiicreleri kendine
(porinler) cekerek  reaktif  oksijen  bilesikleri  ve

interlokinlerin salinmasini saglar.

Cag A (Cytotoxin Associated gen A) Sitotoksin olusumu ve peptik iilserle iligkili

oldugu diisiiniiliiyor.

Is1 sok proteinleri (Hsp A ve B) Otoimmiinitede rol oynar.

2.2.8. Saklama Kosullari

Helicobacter pylori en iyi -80 °C'de %10 glycerol igeren Brucella sivi, fetal
sigir serumu iceren Brucella s1vi ve herhangi bir koruyucu olmaksizin Brucella sivi’da
iyi saklanir. Ayrica -196 °C’de likit nitrojende, -70’de %10 nutrient sivi (NB), beyin
kalp inflizyon sivida (BHIB) da saklanabilir (41).



2.2.9. Patogenezi

Helicobacter pylori’nin insan organizmasinda en iyi yasayabildigi yer mide
mukozasidir. Mide salgilar ile tiikrilk ve safrada da bu bakteriye rastlanir. Mukus
salgist olan yerlerde kolay iireyebilmesi nedeniyle bakterinin en sevdigi yer midenin
antrum mukozasidir. Burada doku invazyonu yapmadan ylizeye tutunarak cogalir ve
yasar. Mide mukozasim1 Orten mukus tabakasindaki ndtrale yakin pH,
mikroorganizmanin yasamasint olanakli kilar. H. pylori mide salgi bezlerinin
derinliklerinde de lireyebilir, ancak intestinal mukozada iireyebilme yetenegi yoktur.
Mukozalarda tireyerek mukozal degisikliklere ve kronik aktif gastrit ve peptik iilsere
neden olur. Etkenin epidemi seklinde hipoklorhidri ve akut gastrit yaptigi da
bildirilmistir (42, 43). H. pylori’nin olusturdugu kronik aktif gastritte mukoza yiize-
yinde bakteri kolonizasyonunun neden oldugu polimorf ¢ekirdekli 16kosit infiltrasyonu
vardir. Bakteriye notrofiller iginde fagosite edilmis sekilde de rastlanabilir (44, 45). H.
pylori, salgiladig iireaz enzimiyle karbondiksit (CO,, ve amonyak (NH,4) olusturarak
kendini mide sivis1 igindeki diisik pH’dan korur. Ote yandan NH,, mide epitel
hiicreleri icin toksiktir; hiicreler arasi tutunmayi azaltir, etkenin salgiladigi
sitotoksinlerin etkisini artirir. Gastrit olusumu ve bu olusumun kroniklesmesi, iilser
olusumunu provoke eder. Ayni1 zamanda, mukus salgilayan hiicreler tizerindeki
sitotoksik etki, koruyucu mukus saliimini azaltir. Bunda bakterinin iirettigi miisinaz
enziminin de dogrudan etkisi vardir. Boylece, sindirim enzimleri dogrudan mukoza
tizerine etki etme olanagi bulurlar. H. pylori’nin duedenumda nasil iilser yaptig1 tam
aciklik kazanmamistir. Antrum mukozasinda yerlesen mikroorganizmanin duodenal
bikarbonat salininminm1 engelledigi, salgiladigi mediyatorler araciligi ile de mukoza

kayiplarina yol a¢tig1 kabul edilmektedir (46, 47).

2.3. Simiflandirma

Gilintimiizde bilinen 18 helikobakter tiirii vardir. Bunlarin 7°si gastrik orjinli

olup 11’1 hayvan tiirlerinin intestinal sistemlerinin farkli bolgelerinde bulunmaktadir



(48, 49). Hayvanlarda en sik goriilen helikobakter tlirii Gastrospirilium hominis ya da
H. heilmannii ‘dir. Insanlarda ise en sik goriilen tiir H. pylori’dir. Tablo 2’de

helikobakter tiirleri ve dogal konaklar1 gosterilmistir (48).

Tablo 2. Helikobakter tiirleri ve izole edilen konaklara gore dagilimi

Helicobacter Tiirleri Esas Konak Orijin
H. pylori Insan Gastrik
H.mustelae Yaban Gelincigi Gastrik
H.nemestrinne Makak maymunu Gastrik
H.acinonychis Kedi, kopek Gastrik
H.bizzozeronii Kopek Gastrik
H.salomonis Kopek Gastrik
H.heilmannii Insan, kedi, kopek, domuz Gastrik
H.cinaedi Insan, hamster Intestinal
H.fenneliae Insan, hamster Intestinal
H.muridarum Tavsan, fare Intestinal
H .canis Kopek Intestinal
H.pullorum Kanatlilar Intestinal
H.pametensis Deniz kirlangici Intestinal
H.hepaticus Fare Intestinal
H.bilis Fare Intestinal
H.cholecytus Hamster Intestinal
H.trogontum Tavsan Intestinal
H.rodentium Fare Intestinal

2.4. Epidemiyolojisi

Helicobacter pylori enfeksiyonu diinyada yaygin olarak goriiliir. Duedonal
tilserli hastalarin %95’ inde, mide iilserli hastalarin %70-80’inde H. pylori saptanmistir.
Noniilser dispepsili (NUD) hastalarda ise H. pylori, yaklastk %50 oraninda
goriilmektedir. H. pylori enfeksiyonu tasiyan bireylerde H. pylori negatif olanlara gore
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daha fazla peptik llser gelisme riski vardir. Prospektif ve retrospektif calismalarda
gastrik kanser ve gastrik lenfomali hastalarin %90 H. pylori tespit edilmistir (50, 51,
52).

Helicobacter pylori enfeksiyonunun seroprevalansi, yasla birlikte artma
gostermektedir. 11k veriler, enfeksiyonun yatay olarak gegebildigini diisiindiirmektedir.
H. pylori enfeksiyonunun ne zaman ve nasil edinildigi tam olarak bilinmemektedir.
Aymni llkedeki degisik topluluklar arasinda da yasa 6zgii seroprevalansta farklilik
gorilmektedir (53).

Helicobacter pylori rastlanma orani, sosyo-ekonomik diizeyi diisiik toplumlarda
daha fazla bulunmustur (54, 55). Batili iilkelerde 40 yasin altindaki kisilerin %20’si,
60 yasin tizerindekilerde %50’si H. pylori ile enfektedir. 20 yasin altinda prevalans
%20’nin altindadir. Gelismekte olan iilkelerde ise prevalans %80’e ulagsmaktadir (56).

Helicobacter pylori’nin farkli popiilasyonlardaki dagilimin1 sosyoekonomik
durumlar (6zellikle ¢ocukluk cag1), genetik 6zellikler, hijyen seviyeleri, aile i¢i yasam
aligkanliklar1 etkilemektedir (57).

Ulkemizde de H. pylori enfeksiyonu oldukca sik rastlaninaktadir. Ozden ve
arkadaslarinin tllkemizde H. pylori seroloji pozitifliginin yas gruplarina gore
dagilimini su sekilde bulmuslardir: 7-12 yas grubunda %79, 13-18 yas grubunda %383,
19-24 yas grubunda %75, 25-29 yas grubunda %96, 30-34 yas grubunda %91, 35-39
grubunda %83, 40-65 yas grubunda ise %94 (58).

Helicobacter pylori prevalansinin son yillarda yapilan ¢alismalarda azalmakta
oldugu ileri siiriilmiistiir. Bunun nedeni tam olarak bilinmemekle birlikte, saglik,
hijyen, sosyoekonomik kosullarin iyilesmesi ve antibiyotik kullanimina bagh
olabilecegi diisiintilmektedir (56).

Kaklikkaya ve arkadaglarinin yaptigi calismada ise erkek hastalarin
%69,74’linde, kadin hastalarin % 60,63’iinde H. pylori pozitif saptanmistir (59).
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2.4.1. Enfeksiyoz Doz

Goéniilliler iizerinde yapilan bir ¢alismada sivi gidalarla 10°, bir gece ag
kaldiktan sonra mide pH’1t 1.7 iken 4x10’ ve antiasit kullanmindan sonra 3x10°

bakterinin midede enfeksiyon olusturdugu saptanmistir (60).

2.4.2. Bulasma Yollar1

Helicobacter pylori’nin dogal kaynagi heniiz bilinmemektedir. H. pylori igin
dogal zoonotik bir rezervuara dair kanitlar bulunamamistir (61). Giiniimiizde H.
pylori’nin major rezervuarinin insan oldugu diisiiniilmektedir. Bulasmada olas1 yollar
fekal-oral ve oral-oral yollardir (62). H. pylori’nin digki, dental plak ve tiikiiriikten
izole edilmesi bu yollarla bulasmay1 desteklemektedir (63).

H. pylori’nin su kaynakli enfeksiyonlarda goriilmesi ve fecesten izole edilmesi
fekal-oral bulas1 dogrular. H. pylori enfeksiyonunda genetik yatkinlik da soz
konusudur. H. pylori esler arasnda ve aile i¢i yakin temasla bulasabilir. Ust
gastrointestinal endoskopilerde %1-3 oraninda geg¢is oldugu gdsterilmistir. Mesleksel
risk gruplari olarak da gastroenterologlar, endoskopistler ve son yillarda dis hekimleri
de sayilmaktadir (64, 65). H. pylori sudan izole edilememistir fakat H. pylori’ nin
sularda canliligin1 koruyabilmesi, aritilmamis kanalizasyon atiklarinda ve sularda
ozgil niikleik asit sekanslarmin saptanmasi, suyun bulasmadaki roliinii destekleyen

onemli kanitlardir (66, 67).
2.4.3. Helicobacter pylori Virulans Genleri
2.4.3.1. Vakuolizasyon Sitotoksin Geni (VacA)
Helicobacter pylori vakuolizasyon sitotoksininin kodlandigi gen Vac A’dir.

Vakuolizasyon sitotoksini insan ve diger memeli hayvanlarin basta mide olmak {izere

tiim epitel hiicrelerinde asidik vakuolizasyona neden olan bir toksindir. VacA toksini
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90kDa biiylkliiglinde oligomerik yapida bir protoksindir. H.pylori suslarinin
tamaminda toksini kodlayan vacA geni bulunmasina ragmen genomdaki farkliliklar
nedeniyle ancak bazi suslar toksin iiretebilmektedir (68).

VacA geni suslar1 arasinda, farkliliklar gostermektedir. VacA sinyal dizilerine
gore Sla, S1b, Slc ve S2 olmak iizere iig, orta dizi farkliliklarina gére de m1 ve m2
olmak tizere iki subtipi bulunmaktadir. M1 ve m2 toksin etkinliginin baslica
belirleyicisidir. M1 allelli suslar M2 allelli suslara gore daha toksijeniktir. Ayrica mide
epitel hasarinin diizeyiyle iligkilidir. S1a, S1b, Slc ve S2 ise midedeki inflamasyon
diizeyiyle ve duodenum iilseri prevalansiyla iligkilidir (69).

VacA pozitif suslarmin ¢ogu cagA toksini yoOniinden de pozitiftir. Bu toksini
salgilayan H.pylori suslarinin, bu aktiviteyi gostermeyenlere kiyasla daha siklikla
peptik ilserli vakalardan izole edilmesi, bu proteinin virulansla ilgisini gostermektedir

(70).

2.4.3.2. Sitotoksin ile Iliskili Gen A (Cag A)

VacA ireten suglarin hemen tamaminda goriilen ancak vakuol olusumuna yol
acmayan 128 kDa agirliginda olduk¢a immunojen bir hidrofilik toksindir. Bu toksin
cagA patolojik gen adasi icin bir gostergedir (69).

Bu geni tasiyan H.pylori suslari, bu geni tagimayanlara kiyasla peptik tilser ve
mide karsinomu vakalariyla daha sik iliskili bulunmaktadir. CagA geni bakterideki cag
patojenisite (patojenik gen) adasinin bir belirteci olarak kullanilir. CagA geni, cag

patojenite adas1 genleriyle birlikte yiiksek oranda iltihabi reaksiyonlarla iligkilidir (70).

2.4.3.3. IceA

Gen genetik yap1 bakimindan restriksiyon endoniikleaza benzer. Allel
varyantlar1 IceAl ve IceA2’dir. IceAl siklikla peptik iilserli hastalarda gosterilmistir.
Yapilan caligmalar CagA, VacA S1/ml, IceAl geni tasiyan H. pylori susglarinin daha
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virulan oldugu ve peptik ilserli hastalarin siklikla bu suslar ile enfekte oldugunu

ortaya ¢ikarmistir (69).

2.4.4. Helicobacter pylori’ye karsi olusan immiin yanit

2.4.4.1. Humoral Immiin Yanit

Helicobacter pylori konakta spesifik ve nonspesifik bir dizi yanit olugsmasina
sebep olur. Mukus, sindirim enzimleri, lizozim, laktoferrin ve oral kavite ile midedeki
diger antimikrobial bilesenler nonspesifik savunma mekanizmalaridir. H. pylori mide
mukozasina ulaginca epitel hiicrelerinin baglant1 yerlerine yapisir. Polimorfoniikleer
l16kositler ve makrofajlar aktive olurlar ve IL1, IL6, IL8 ve TNFf salinir. H. pylori’ye
kars1 ilk antikor yanit1 olarak IgM olusur ve birkag¢ ayda kaybolur. Daha sonra ise IgA
ve IgG olusur. IgA lokal yanitin bir pargasidir ve daha uzun siire kalir. [gA bakterinin
mide epiteline yapismasini engellerken IgG kompleman fiksasyonu ve aktivasyonunda

rol oynar (63).

2.4.4.2. Hiicresel immiin Yamt

Mide mukozasinin lamina propria kisminda ve epitel hiicrelerin i¢cinde daginik
T lenfositler bulunur. H. pylori enfeksiyonunda biiyiik boliimii yardimer T hiicreleri
olmak {izere tiim sitokinlerin yapimi artar. Aktive T lenfositler kronik enflamasyonun
genislemesine neden olur. Enflamasyon kontrol altina alinamazsa epitel hasar1 devam
eder ve atrofik gastrit gelisir. Bu inflamatuar yanit H. pylori’yi eradike etmede
etkisizdir. Bunun nedeni H. pylori’nin sliperoksid dismutaz ve katalaz iireterek kendini

notrofillerin fagositik vakuolleriyle yok edilmekten korumasi olabilir (62, 63).
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2.4.5. H. pylori Konak Etkilesimi

Agiz yoluyla viicuda alinan bakteri mukus tabakasini delerek epitelyum
hiicrelerin u¢ kisimlarina bakteriyel Bab A ve Cag A yoluyla ile yerlesir ve bu
hiicrelere yapisarak ¢ogalir. NF —kB ve AP-1 bu asamada hiicre i¢i mesaj tasiyici
olarak gorev alirlar. Boylece IL-8 ve diger sitokinlerin salinimi gergeklesir. IL-8
tiretimine katkida bulunan makrofajlar proinflamatuar sitokinlerin o6zellikle Th
hiicrelerinden salinmasina neden olurlar. Bu da daha ¢ok Thl cevabi niteligindedir.
Thl tip sitokinler epitelyal hiicrelerden MHC smf II ve aksesuar molekiillerin
espresyonunu artirir ve bu da hiicrelerin antijen sunumu bakimindan daha etkili hale
getirir (2, 71).

Ayrica epitelyum hiicresinin kendisi ya da bakterinin kendisi de lokositleri
uyararak IFN, TNF, IF-1, IF-6, IF-8 salgilanmasina neden olur. H. pylori tarafindan
salgilanan kemotaktik faktorler ile salgilanan sitokinler bagta notrofil olmak tizere
inflamatuvar hiicrelerin migrasyonuna ve aktivasyonuna neden olurlar. Diger taraftan
epitelyum hiicrelerinin membranindaki mikroorganizma antijenleri MHC smif II
vasitasiyla yardimer T hiicreleri ve sitotoksik T hiicreleri tarafindan tanimlanir. Bunun
sonucu olarak ortama daha fazla sitokin salinir ve B hiicreleri spesifik antikor {ireten
plasma hiicrelerine doniisiir. Antikorlar antjenlerle reaksiyona girerek otoimmun bir
cevap ve doku yikimi baslar. Notrofillerden salinan O, metabolitleri ve proteazlar gibi
sitotoksik maddeler de epitelyum yikimina neden olur. Sitotoksik T hiicreleri de
dogrudan epitelyum hiicrelerine zarar verir. Bdylece epitel hiicre erezyonu ve

ilserasyonu olusur (2, 71, 72).

2.4.6. Korunma

Helicobacter pylori’ye kars1 asilama, hayvan modellerinde
gerceklestirilebilmistir. Basar1 ile denenen H. pylori immunojenleri arasinda biitiin
hiicre ekstreleri, {lireaz (lireAve {iireB), VacA, ve 1s1 soku proteinleri vardir.

Bagisiklama yalnizca enfeksiyonu 6nlemede degil, hastaliga kars1 tam sifa saglamada
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da etkili oldugundan H. pylori enfeksiyonunu ortadan kaldirmada umut verici bir

girisim gibi goriinmektedir (73).

2.4.7. Tedavi

1994 yilinda yapilan

“The National

Institutes

of Health Consensus

Development Conferance” da H. pylori enfeksiyonuna yonelik olarak ilk kez ulusal

tedavi kilavuzu 6nerilmis, kilavuz 1997 yilinda gilincellenmistir (74).

Tablo 3. FDA tarafindan 6nerilen tedavi protokolleri ve eradikasyon oranlari

Tedavi protokolii Doz Tedavi siiresi Eradikasyon  oram
(%)

Bizmut iceren iiclii terapi

Tetrasiklin HCI 500 mg x 4/giinde 2 hafta 85

Metranidazol plus 250 mg x 4/giinde

Bizmut subsalisilat 2 tablet x 4/giinde

Ikili terapi

Klaritromisin 500 mg x 3/giinde 2 hafta 74

Omeprazol yada 40 mg/ giinde

Klaritromisin plus 500 mg x 3/glinde 2 hafta 82

Ranitidin bizmut sitrat | 400 mg x2/gilinde

Uclii terapi

1. secenek

Metronidazol yada 500 mg x 2/glinde 1 hafta 90

Amoksisilin plus 1 g x 2/giinde (2 hafta da olabilir.)

Klaritromisin plus 500 mg x 2/giinde

Omeprozol yada 20 mg x 2/gilinde

Lanzoprazol 30 mg x 2/giinde

2. secenek

Ranitidin bizmut sitrat | 400 mg x 2/giinde 2 hafta 90

plus

Klaritromisin plus 500 mg x 2/giinde

Amoksisilin

1 g x 2/giinde
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2.5. Helicobacter pylori’nin Tanisi

Tam igin kullanilan testler iki grupta incelenir. Invaziv testler; biyopsi
materyalinin histolojik ve mikrobiyolojik incelemeleri, hizli lireaz testi ve polimeraz
zincir reaksiyonunu igerir. Non—invaziv testler ise iire nefes testi, serolojik testler ve

H. pylori digki antijen testidir (75).

2.5.1. Invaziv Testler

2.5.1.1. Hizh Ureaz Testi

Bakterinin {ireaz aktivitesinden yararlanarak yapilir. Endoskopik biyopsi
gerektirir. Alinan doku 6rnegi, iginde pH’y1 gdsteren bir belirte¢ (en sik fenol kirmizi)
bulunan bir iire jeli veya siv1 besi yerine konulur. Ureaz enzimi ile iireden amonyak
(NH;3) olusur. Cevredeki hidrojen iyonlarimin varligi ile NHy’e doniiserek ortamin
pH’sin1 yiikseltir. pH artisin1 renk degisikligi olarak yansitirlar (76, 77, 78). Sonuclar
30 dakikada alinabilmektedir. Testin duyarliligi %90-98, 6zgilligi %97-100 olarak
bildirenler vardir (79, 80). Doku 6rneginde bakteri sayisinin azligina, sonuglarin erken
okunmas1 bagl olarak yalanci negatif sonuglar almabilmektedir. Ureaz testleri hizl

incelemeler arasinda siniflandirilir. (81).

2.5.1.2. Histopatolojik Inceleme

Antrumdan alinan biyopsi materyalinin HematoksilendEozin, Giemsa,
Warthin—Starry gibi boyama ydntemleriyle boyanip 151k mikroskobunda H. pylori’nin
taranmasi temeline dayanir (63, 82). Bu incelemeyle gastroduodenal patolojinin diizeyi
ve premalign degisiklikler de saptanabilir.

Immiinohistokimyasal boyamada ise H. pylori’ye karst monoklonal veya
poliklonal floresan antikorlar kullanilir. Olduk¢a duyarli ve 6zgiil bir yontemdir fakat

maliyeti yiiksektir (82). Kullanilan antibiyotik ajanlar, bizmut ve omeprazol gibi
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ilaglarin diizensiz ve yetersiz kullanimi, bakteri sayisini azaltmakta ve antrum
mukozasimin histolojik gdriinimiinii kismen diizeltmekte, ancak enfeksiyonu tedavi
edememektedir, bu ylizden bu hastalarda antral mukoza 6rneklerinin yaninda korpus

mukozasindan da biyopsi onerilmektedir (83).

2.5.1.3. Kiiltiir

Kiiltiir patojen hakkinda en kapsamli bilgiyi saglama ve yiiksek duyarlilik ve
ozgulliige sahip olma nedeniyle, enfeksiyonu saptamada en yiiksek standardizasyona
sahip yontemdir. Susa ve hastaya 0zel antibiyogram olanagi saglar. Histopatolojik
incelemeye gore daha zor ve pahalidir. (84).

Oksijene duyarli olan bakterinin laboratuara ulastirilmasi ve ekimi uygun
kosullarda ve hizli olmalidir. Serum fizyolojik ve ticari olarak hazirlanmig besiyerleri
tastyict besiyeri olarak kullanilmaktadir. H. pylori kiiltiiriiniin basarist biyopsi
orneginin alimiyla ekimi arasindaki siireye ve oksijenle temasina baglidir. Alinan
ornekler en fazla dort saat icinde ekilmeli, bu siire boyunca +4°C’de bekletilmelidir.
Ornek hemen ekilemeyecekse -70°C’de saklanabilir, bu islem kiiltiirde iiretmeyi %40
azaltacaktir. H. pylori secici (antibiyotik iceren) ve se¢ici olmayan besiyerlerinde,
mikroaerofilik ortamda 3-10 giinde iiretilmektedir. %5-10 yalanci negatif sonug
alimmaktadir (85). Mikroaerofil ortam, ¢esitli ticari kitler kullanilarak, anaerop
kavanozda saglanabilir. Ureyen suslar Gram boyama, iireaz, katalaz, oksidaz
reaksiyonlarina gore konvansiyonel yontemlerle degerlendirilerek tani konur. Kiiltiirde
tiretilen H. pylori’ye antibiyotik duyarlilik testi uygulanabilir, tiplendirme yapilabilir
(86).

2.5.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Digkida, mide sivisinda ve biyopsi Orneklerinde PCR ile H. pylori tesbit
edilebilir. Duyarlilig1 ve 6zgiilliigii % 95’in lizerindedir (83).
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Test olduk¢a duyarli ve Ozgiildiir. Bakteriye 6zgii 16S ribozomal RNA’nin
amplifikasyonu temeline dayanir. Bu yontemle CagA ve VacA genleri, bu genlerin

birliktelik gosterdigi hastaliklar ve antibiyotik direnci aragtirilabilir (63).

2.5.1.5. Ure Nefes Testi

Test H. pylori giiclii iireaz aktivitesine sahip olma temele dayanir. '*C veya "°C
ile isaretlenmis iire iceren soliisyon hastaya igirilir. Ure mide mukozasindan emilir ve
H. pylori ile karsilagir, iireaz iireyi amonyak ve isaretli CO,’ye parcalayarak birkag
dakika icinde nefeste belirir. Hasta soliisyonu igtikten sonra CO, toplayict aparata
nefes verir. Kullanilan madde '*C ise sintilasyon sayaci ile, C ise Kkiitle
spektrometresi ile 6l¢iim yapilarak H. pylori saptanir. "*C ucuz ve radyoaktiftir, >C’{in
radyoaktivitesi yoktur fakat pahalidir.

Testin duyarliligr ve 6zgiilliigli %90-95’tir. Mide cerrahisi gecirenlerde ve
proton pompa inhibitorii veya ranitidin kullananlarda giivenilir olmadig bildirilmistir

(87).

2.5.1.6. Diski Antijen Testleri

Test, insan diskisinda H. pylori antijenlerinin immun kromotojenik yontemlerle
aranmasit esasina dayanan cesitli testler vardir. Semptomatik hastalarda H. pylori
enfeksiyonunun tanisi ve tedavi sonrasi yanitin izlenmesi amaciyla kullanilabilir.

Taze veya dondurulmus diski drnekleri kullanilir. Ornek miimkiin oldugunca
cabuk test edilmelidir. Test hemen yapilamayacaksa, diski ornegi 2-8 °C de 3 giin ya
da (-20)-(-80) °C de calisilincaya kadar saklanabilir. Ornekler en fazla iki kez
dondurulup ¢oziilebilir. Bu testler diski 6rnegi sulandirilmak disinda bir isleme tabi
tutulmaz. Bu test, laboratuvarda kolayca uygulanabilir.

Kullanim1 kolay, ucuz ve hizli sonu¢ veren bir yontemlerdir. Ayrica hem
giivenilir hem de hastalar tarafindan daha ¢ok tercih edilmektedir. Hamilelerde ve

cocuklarda kolaylikla uygulanabilir. Yapilan ¢alismalarin ¢cogunda, tedavi oncesi ve
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sonrasi bu yontemin duyarlilik ve 6zgilliigii yiiksek bulunurken; birka¢ caligmada
daha diisiik tespit edilmistir. Eradikasyon tedavisinin tamamlanmasindan 4 hafta sonra

bu test onerilmektedir (88, 89, 90).

2.5.1.7. Serolojik Testler

Helicobacter pylori ile mide mukozasinin enfeksiyonu serumda spesifik IgG ve
IgA; midede salgisal IgM ve IgA diizeyinin artisina neden olur. Antikorlar enfeksiyona
karst koruyucu olmaktan ¢ok tami degeri tasimaktadir (2). Bireyin H. pylori
enfeksiyonu ile iligskisinin arastirilmasinda kanda anti-H. pylori 1gG, IgM ya da IgA
antikorlariin aranmasi yararli, ucuz ve hizli testlerdendir. Serolojik yontemler,
ozellikle epidemiyolojik caligmalarda ve tedavinin izlenmesinde yararli olabilir.
ELISA testlerinin ¢ogunun duyarliligi %100’e, 6zgilliigii ise %95’e ulagmaktadir (2,
91).

2.6. Helicobacter pylori ile Tliskili Gastrik Hastaliklar

2.6.1. Gastrit

Gastrit, gastrik mukozanin kronik inflamasyonudur. Histolojik bir teshistir.
Akut gastrit; baz1 zararli maddelerce ( NSAI, alkol, safra vs.) gastrik mukozanmn
irritasyonunun sonucu olusur ve histolojik olarak ilimlidir. Ancak H. pylori’nin akut
enfeksiyonunda histolojik olarak belirgin bir enflamasyon vardir ve klinik olarak
nadiren taninabilir (92).

Immiin yanit hastalarm ¢ogunda akut evrenin devaminda H. pylori’yi ortadan
kaldirmaya yeterli olmaz. Gastrit kronik hale geger, bu durum genellikle 6miir boyu
devam eder ve genellikle asemptomatiktir (63, 65). Kronik gastritin nedeni hemen her

zaman H. pylori enfeksiyonudur ve enfeksiyon tedavi ile kaybolur (92).
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2.6.2. Duodenal Ulser

Duodenal iilser hastalarinin %90’ mdan fazlasinda H. pylori enfeksiyonu vardir.
Aragtirmalarda asit baskilayici tedavilere antibiyotik eklenmesinin iilser iyilesmesini
hizlandirdigt ve H. pylori eradikasyonu saglandiginda daha az niiks gorildiigi
bulunmustur. Bu da H. pylori’nin duodenal iilser patogenezindeki roliinii kesin olarak

aciklamaktadir (63, 65, 92).

2.6.3. Mide Ulseri

Mide iilseri H. pylori’ye duodenal iilsere gore daha az oranda baghdir (% 50—
80) (65). Gastrik {lilser patogenezinde, duedonel iilsere gore, H. pylori disindaki

faktorlerin daha fazla rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir (93).

2.6.4. Non Ulser Dispepsi

Ug hafta veya daha uzun siiredir dispeptik semptomlar olmasma ragmen
endoskopik, radyolojik veya biyokimyasal olarak herhangi bir patolojinin
bulunmamasi halidir. H. pylori siklig1 yliksek oranda pozitif bulunmustur (63).

2.6.5. Mide Kanseri

Gastrik adenokarsinomun yiiksek oranda gozlendigi bolgelerde H. pylori
insidansinin yiiksek oldugu goézlenmistir (94). Kronik H. pylori enfeksiyonu midede
asit salgilayan bolgeleri etkileyerek hipo veya aklorhidri ve gastrik atrofi olusturur.
Mukozal koruyucu faktorlerin kaybina baglh olarak gastrik iilserasyon gelisir. Uzun
stireli gastrik atrofi midede intestinal metaplazi ve mide kanserine yol agabilir (93).
Mide kanseri olusumunda H. pylori kadar cevresel irritan maddeler, nitritler ve

beslenme yetersizliginin de rolii vardir (63).
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2.6.6. MALT Lenfoma

Mide lenfomalarinin ¢ogu B lenfositlerinden kaynaklanir ve mukoza ile iligkili
lenfoid doku lenfomas1 olarak adlandirilir. H. pylori enfeksiyonunun bu timor tipiyle
yakin iligkisi vardir. Retrospektif biyopsi arastirmalarinda MALT lenfomasinin
%90’ min H. pylori ile iliskili oldugu belirlenmistir. ileri olmayan evrelerde H. pylori

eradikasyonunun tiimor histolojisinde diizelme sagladig1 gosterilmistir (65, 95, 96).

2.7. Sitokinler

Immiin ve enflamatuvar olaylara katilan hiicrelerin etkinliklerinin arttirilmasini
saglayan, uyarilmig lenfositler, monositler, makrofajlar ile diger bazi1 hiicrelerde
sentezlenen 20-30 kD molekiil agirhginda peptid ya da glikoprotein yapisinda
¢Ozlinebilen maddelerdir.

Sitokinler salindiklar1 hiicre ¢evresindeki hiicrelere (parakrin), salindiklari
hiicre iizerine dogrudan (otokrin) etki yaparak ya da dolasima salinarak uzaktaki
hiicrelere (endokrin) etki yaparlar (97).

Sitokin salinimi kisa, kendini sinirlayan bir olgudur. Genel olarak sitokinler
onciil molekiiller olarak depolanmazlar ve sentezleri yeni gen tranksripsiyonu ile
baslatilir. Bu aktivasyon genellikle gecici olup, sitokinleri kodlayan mRNA’lar stabil
degildir. Bu nedenle sitokin salinimi gegicidir ve bir kez sentezlendiginde, sitokinler
hizla salinirlar. Sitokinler ¢esitli hiicreler tarafindan iiretilir. Yani bu molekiillere
lenfokin ya da monokin gibi selliiler kokenlerini belirtmeden sadece sitokin demek
daha uygundur. Bircok farkli hiicre tiplerine etki ederler. Bu ozellige pleiotropizm
denir (98).

Sitokinlerin ayn1 hedef hiicrede farkli birgok etkileri vardir. Baz1 etkiler ayni
anda meydana gelirken, baz1 etkiler farkli zaman araliklariyla olusabilir (dakikalar,
saatler, giinler) (99).

Sitokin etkinligi genellikle gerektiginden fazladir. Sitokinler diger sitokinlerin

sentezini etkilerler. Iki sitokin birbirini antagonize ya da baz1 durumlarda sinerjik etki
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gosterebilirler. Sitokinler, diger polipeptid hormonlarda oldugu gibi hedef hiicrenin
ylizeyindeki 06zel membran reseptorlerine baglanarak etkilerini baslatirlar. Bu
reseptorler transmembran proteinler olup, ekstraselliiler domainleri vardir ve O6zel
olarak sitokinleri ve biiylime faktorlerini tanir ve baglarlar. Biyolojik etki
olusturabilmek i¢in ¢ok kiiciik miktarlarda sitokin yeterlidir. Sitokinlere verilen
hiicresel yanitlarin ¢ogu yeni mRNA ve protein sentezini gerektirmektedir. Birgok
hedef hiicre i¢in sitokinler hiicre boliinmesini diizenlerler yani biiylime faktorii gibi
etki eder (98, 99).

Sitokinler enfeksiyon, immun yanit, enflamasyon ve travma gibi durumlarda
konak yanmitinin diizenleyicisidir. Bu tiir durumlarda bazi sitokinler inflamasyonu
arttirirlar  ve bunlara proinflamatuar sitokinler denir. Bir kisim sitokinler ise
proinflamatuar sitokinlerin aktivitesini baskilamakla gorevlidir. Bunlara da sitokinler
denilmektedir. Ornegin; IL-4, IL-10 ve IL-13 giiclii bir B lenfosit aktivatorleridir ve
ayni zamanda gili¢lii bir antiinflamatuar ajandir. IL-1, TNF ve kemokinler ise
proinflamatuar sitokinlerdendir ve antienflamatuar sitokinlerin etkilerini baskilarlar
(97).

Baslica proinflamatuar sitokinler IL-1, TNFa, IL-6, IL-8, IL-11, IL-12 ve
kemokinlerdir. Bunlarin baglica sistemik etkileri hiicre aktivasyonu ve cogalmasi,
notrofili, ates ve akut faz proteinlerinin indiiksiyonu, kapiller gecirgenligin artmasi,
kompleman aktivasyonu, hipotansiyon ve soktur.

Antiinflamatuar sitokinler 1L-4, IL-10, IL-13, IL-16, IFNo’dir. Antiinflamatuar
sitokinlerin baslica gorevleri proinflamatuar sitokinlerin aktivitelerini baskilamaktir

(100).

2.7.1. interlokin-1 (IL-1)

En ¢ok makrofajlar tarafindan salgilanan, immunolojik reaksiyonlarin ve
inflamasyonun baglamasi i¢in 6nemli bir mediator olan IL-1, 17,5 kD agirhi§inda o ve
B olarak kodlanan iki farkli gen yapisindadir (101). T hiicre aktivasyonu ve B hiicre

proliferasyonunu saglar (97). Interlokin-1 (IL-1) hemen hemen tiim doku ve organ
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sistemlerinde etkili olan polipeptid yapida bir sitokindir (99). Immiinolojik ve
hematolojik yanitlarda ve g¢esitli savunma mekanizmalarinda gorev alir. IL-1’in
biyolojik fonksiyonlar1 baglandigi hiicreyi uyarip hiicre iginde hedef genleri eksprese
ettirme veya baskilama olarak agiga ¢ikar. IL-1’in eksprese ettigi veya baskiladigi
genler arasinda sitokinler, bliylime faktorleri (GF) ve ¢esitli proteinler bulunur. Pro-
inflamatuar interlokin 1’in etkisiyle endotel hiicreleri ve dolasimdaki 16kositler
etkilesir, monosit ve makrofaj aktivasyonu ve proliferasyonu indiiklenir. IL-1’in
immiinolojik fonksiyonlar1 disinda sitma, bakteriyel enfeksiyonlar, letal radyasyon,

inflamatuar bagirsak hastaliklarina kars1 koruyucu etkileri bulunur (101).

2.7.2. interlokin-2 (IL-2)

Antijenle uyarilmis lenfosit kiiltiirii sivilarinda bu hiicrelerce sentezlenen ve
cesitli T lenfosit alt tiplerinin ¢ogalmasii saglayan stimiile edici bir madde tespit
edilmis ve buna “’T cell growt factor’’ denilmistir. 1979 yilinda bu maddeye IL-2 adi
verilmistir (102). IL-2 lenfositlerin alt grubu olan Th1 Th2 tarafindan tretilir. T ve B
lenfositlerini uyarir. Epitelyum hiicrelerin onarimim1  hizlandirir. (2) NK  ve
notrofillerin aktivasyonundan sorumludur (97). IL-2, kendisini iireten hiicrelere etki
edip kendi olusumunu saglar, bu onun otokrin biiylime faktorii islevini gosterir. Ayrica

parakrin biiylime faktorii olarak da etkisi mevcuttur (99).

2.7.3. Interlokin-4 (IL-4)

Ty lenfositleri, NK ve mast hiicreleri tarafindan salgilanan IL-4 B lenfositleri
gelisme faktoriidir (101) Daha onceden “’B cell growt factor’” olarak bilinirdi (101,
102). Makrofajlar1 aktive eder, mast hiicrelerini farklilastirir ve IgE salinimim
arttirirlar. TNF ve IL-1 gibi inflamatuar mediatorlerin salgilanmasini engellerken, IL-
1RA’y1 uyarir (101). 20 kD agirliginda bir glikoproteindir. Temel fizyolojik etkisi

allerjik olaylar1 diizenlemektir. Antijenle stimiile olmus CD4+ T lenfositlerinden
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ozellikle TH2 alt grubundan kaynaklanirlar ve B ve T lenfositlerinin biiylime, etkinlik

ve farklilasmasindan sorumludurlar (99).

2.7.4. Interlokin-6 (IL-6)

IL-6 monontikleer fagositik hiicreler, vaskiiler endotel hiicreleri, fibroblastlar ve
IL-‘e ve TNF’ye duyarl hiicreler tarafindan sentezlenen 26 kD molekiiler agirliginda
bir sitokindir (102). TNF, IL-1, trombosit gelisme faktorii, antijenler ve bakteriyel
endotoksinleri etkiler. Akut faz proteinlerinin sentezlenmesine neden olur (101). Diger
sitokinlerin sentezlenmesinde kofaktor olarak gorev alir (102). IL-6’nin reseptorii 60
kD.luk baglayici bir protein ile 130 kD’luk sinyal ileten alt birimden olusur. IL-6.nun
en iyi tanimlanan etkileri hepatositler ve B lenfositleri iizerinedir. 2) IL-6, B
lenfositlerinin immunglobulin salinimi i¢in bir kofaktér olarak rol oynar. Yani B
lenfositleri i¢in biiyiime faktorii olarak rol oynar. Benzer sekilde malign plazma
hiicreleri i¢in de (plasmositoma ya da myelom) biiylime hiicresi rolii oynar ve kendi
kendine biiyliyen plazmasitom hiicreleri otokrin biiylime faktorii olarak IL- 6.y1
salgilar (98). IL-6 diger sitokinlerle birlikte kemik iligi hemopoetik ana hiicreleri i¢in

erken donemde biiylime kofaktorii olarak etki gosterir (99).

2.7.5. interlokin-10 (IL-10)

18 KD.luk bir sitokin olup CD4+ yardimci hiicrelerinin TH2 alt grubu
tarafindan iretilir. Ayrica bazi aktive B hiicreleri, THI hiicreleri, aktive makrofajlar
ve bazi non-lenfositik hiicre tipleri (keratinositler) tarafindanda {iretilir. IL-10’un iki
onemli etkisi vardir. Birincisi; makrofajlar tarafindan sitokinlerin (6rn: TNF, IL-1, IL-
12, kemokin) {iretimini engellemek, ikincisi ise makrofajlarin T hiicresi
aktivasyonundaki islevlerini engellemektir. Bu etkilerin sonucunda, T hiicresi aracilig
ile gelisen bagisiklik yaniti inhibe edilir. Makrofajlar iizerine inhibitor etkilerine ek
olarak, IL-10’nun B lenfositleri iizerine uyarici etkileri vardir (98).

IL-10’un temel biyolojik etkinligi, T hiicrelerinden sitokin yapimini baskilamak

oldugu icin orjinal “sitokin sentez inhibitdru” olarak bilinir (103).
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2.7.6. Interlokin-12 (IL-12)

T ve B lenfositler, NK hiicreleri ve monositler dahil bir¢ok hiicre tarafindan
uretilir. (97, 103). NK hiicreleri ve T lenfositlerine etkisi nedeniyle IL-12 hiicresel
bagisiklik yanitinin 6nemli bir diizenleyicisidir. IL-12 bilinen en giiclii NK hiicresi
uyaranidir. NK hiicreleri tarafindan IFN-y’ nin transkripsiyonunu tetikler ve IL-2 ile
kuvvetli bir sinerjizm gosterir. NK hiicrelerinin sitotoksik aktivitesini arttirir ve bu
hiicrelerin biiytime faktorii olarak rol oynar. Ayrica IL-12, olgunlasmamis CD4+ T
hiicrelerinin TH1 alt grubunun farklilasmasini uyarir. CD8+T hiicrelerinin, olgun
islevsel olarak aktif sitolitik T lenfositlere farklilasmasini uyarir. Bu etki nedeniyle

dissemine kanser tedavisinde etkilidir (98).

2.7.7. interferon Gamma (IFNy)

21-24 kD.molekiiler agirhiginda bir glikoproteindir. IFN-y, hem THO, THI
CD4+ yardimct T hiicreleri hem de tiim CD8+ T hiicreleri tarafindan tretilir. IFN
oldiirici hiicreler (NK) tarafindan da iretilir (101, 103). IFN-Y, antiviral etkiyi
arttirtr, antiproliferatif etkiyi aktive eder. 1) IFN-y mononiikleer fagositlerin giiclii bir
aktivatoriidiir. Temel Makrofaj Aktive edici Faktor (MAF.) dir ve T hiicrelerinin
makrofajlar1 aktive etmesini saglar. IFN-Y, class- I MHC molekiil ekspresyonunu
arttirir. Direkt olarak T ve B lenfositlerine etkiyle farklilagsmalarina yardimer olur.

Notrofilleri aktive eder ve damar endotel hiicrelerinin aktivatoriidiir (99).

2.7.8. Tiimor Nekrozis Faktor o (TNFa)

Konak hiicrenin gram negatif bakterilere karsi esas mediatoriidiir. Diger
enfeksiyoz organizmalara karsi yanitta da rol oynar. TNF’nin hiicresel kaynagi
lipopolisakkarit (LPS) ile aktive olan mononiikleer fagositlerdir. T hiicreleri, aktive

NK hiicreleri ve aktive mast hiicreleri de bu proteini salgilar. Iki ¢esit TNF vardir.
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Bunlar, genellikle aktif makrofajlardan saliman TNF-a (orjinal olarak kasektin de
denir) ile aktif T hiicrelerinden salinan TNF-f (Lenfotoksin)dir (98).

TNFa 17 kD molekiiler agirliktadir ve makrofajlar, T/B lenfositler, fibroblastlar,
endotel hiicreleri tarafindan iiretilirler. Tiimor nekrozundan baska lokal olarak notrofil
infiltrasyonu, T ve B lenfosit proliferasyonu ve makrofaj aktivasyonuna neden olur.
Koloni stimiilan faktoriin sentezini hizlandirir (100). TNF diisiik yogunluklarda 16kosit
ve endotel hiicreleri igin lokal olarak parakrin ve otokrin diizenleyicidir. TNF, IL-1,
IL-6, kemokinler ve TNF’nin kendisini liretmek iizere mononiikler fagositleri ve diger
hiicre tiplerini uyarir.IL-6 ile sinerjik etki gosterir. TNF, viruslara karsi interferon

benzeri koruyucu etki gosterir (99).

2.7.9. Timor Gelisim Faktorii 1 (TGFp1)

Kemik, bobrek, plesanta gibi organlarda, trombositler, makrofajlar ve T/B
lenfositleri tarafindan yapilan 25 kD molekiil agirhinda bir sitokindir. T/B lenfosit
proliferasyonu, lenfokin ve immunoglobulin yapilmasini inhibe eder. NK hiicrelerinin
aktivasyonunu durdurur ve kemik dokuda osteoklast aktivasyonunu saglar (100). TGF-
B cok yonlii bir sitokindir. Hiicre proliferasyonu, baskalasma ve diger islevlerini

modiile etmede rolii vardir. TGF-f’nin immun etkisi inhibisyon seklindedir (99).

2.8. Polimorfizm

Genomdaki hayati éneme sahip DNA dizileri siirekli korunmaktadir. Buna
karsin bazi DNA dizilerinde ise kisithh degisiklikler olusabilmektedir. Bu tiir
degisikliklerin gézlendigi DNA dizileri polimorfik bolge, bu kisimdaki DNA dizisi ise
polimorfizm olarak adlandirilmaktadir (104). Normal bir popiilasyonda bir karakter
icin iki ya da daha fazla fenotip bulunmasi ve fenotiplerin her birinin popiilasyondaki
bireylerin %1’inde olmas1 gerekmektedir. Polimorfizmi mutasyondan ayiran en 6nemli
fark degisikligin protein sentezine yansimamasidir. Mutasyonlar polimorfizme gore
cok daha nadir olmaktadir ve sonucglar1 itibariyle organizmaya zararh

olabilmektedirler. Tek niikleotid polimorfizmi ve kisa DNA dizilerinin dublikasyonu
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ile orta siklikta tekrarlanan DNA dizileri polimorfizmleri olmak ftzere iki tiir
polimorfizm vardir. Polimorfizmler genetik varyasyonlarin %90’ mdan sorumludurlar.
Bir¢cok genin kodlayict bolgelerinde polimorfizm vardir. Fakat kodlama yapmayan
bolgelerde polimorfik degisikliklere daha sik rastlanmaktadir. Hiicre fonksiyonlarini
genel olarak etkilemezler fakat etkenlere verilen yanitlar1 degistirebilirler ve kusaktan
kusaga gecerler. Son yillarda tek niikleotid degisikligi ile hastalik duyarlilig1 arasinda
iliski oldugu bulunmustur. Ornegin; H. pylori enfeksiyonu olan hastalarda . IL-1p -
511 ve -31 poziyonlarda iki allelik poliformizm saptanmistir. IL-1f gastrik asit
sekresyonunu giiclii bir sekilde baskilamaktadir. IL-1B -511 ve -31 ve IL-1RN
pozisyonlarindaki polimorfizmler hipokloridi ve gasrik kanser gelisimi ile iliskili

bulunmustur (105, 106).



3. MATERYAL METOD

3.1. Materyal

3.1.1. Cahisma Grubu

Bu c¢alismaya KTU Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji BD poliklinigine
gastrointestinal sistem sikayetleriyle bagvuran ve uzman bir doktor tarafindan yapilan
fizik muayene ve degerlendirme sonucu iist gastrointestinal endoskopisi yapilan
noniilser dispepsi ve peptik iilser tanis1 almig 50 hasta alindi. Bu hastalardan alinan
kan, biopsi ve gaita ornekleri KTU Tip Fakiiltesi mikrobiyoloji laboratuarinda
degerlendirildi. Ozefagus ve mide cerrahisi yapilan, 6zefagus ya da mide kanseri olan,
endoskopiyi reddeden ve daha dnce H. pylori eradikasyon tedavisi almis olan hastalar

calisma dis1 birakildi.

3.1.2. Kullanilan Gerecler

Otoklav, inkiibatorler, 151k mikroskobu, anaerobik kavanozlar, santrifiij, lam,
mikrosantrifiij, manyetik karistirici, hassas terazi, pH 0Olcer, buzdolabi, -20 ve -80’lik
derin dondurucular, vorteks, calkalayici, cam petri kutulari, cesitli tiipler, enjektorler,
otomatik pipetler, otomatik pipet uclari, pastor pipetleri, giic kaynagi, elektroforez
tanki, UV iluminatér spor, pastor firini, ependorf tiipler, therma cycler,
spektrofotometre, deiyonize su saglayici, buz makinesi, mikrodalga firin, distile su

cihazi, etiiv.
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3.1.3. Kullanilan Besiyeri, Kimyasallar ve Kitler

Calismamizda kullanilan kimyasal maddeler, kitler ve sarf malzemeleri ¢esitli
firmalardan temin edildi. Trimetoprim, vancomisin, Trisma-base, ethylenediamine
tetraacetic acid (EDTA), ethidium bromide, (Sigma), ficoll (Biochrom) borik asit,
bromphenol blue (Fisher), hydrochloride acid (HCIl), glycerol, Xylene cyanole
(Merck), Brucella Agar (Criterian), Brucella Broth (Becton Dickinson), Brain-Heart
Infusion Agar (Acumedia), Urea Agar Base (Lab M), agaroz (Seakem LE),
amphotericin B (Bristol Mayers), taq DNA polimerase, deoksiniikleotit primerleri
(dNTP’s) (Promega), Cytokine Genotyping Kit (Invitrogen), Campy Pak Plus (BBL)

(Becton Dickinson)

Soliisyonlar
1. Mononiikleer hiicre ayirim soliisyonlari
1. Fikoll
2. PBS
1X ¢aligma soliisyonu
137 mM NaCl
2,7 mM KCL
4,3 mM Na,HO,
1,47 mM KH,PO,

2. Agaroz Jel Elektroforezi Soliisyonlari
1. TBE elektroforez tamponu (Tris-borik asit-EDTA)(pH~8.0)
10X stok soliisyonu (1L)
108 g Tris base
55 g Borik asit
40 ml 0,5 M EDTA (pH 8.0)

0,5X caligma soliisyonu (1L)
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44,5 mM Tris base
44,5 mM Borik asit
1 mM EDTA
2.Etidium bromide soliisyonu (10mg/ml)
3. Yiikleme tamponu
%02 Bromphenol blue
Xylene cyanole

%30 gliserol

3.2. METOD

3.2.1. Calisma Plam

Rutin fizik muayene ve degerlendirme sonucu noniilser dispepsi ve peptik iilser
tanis1 almis hastalardan iki adet biyopsi 6rnegi alindi. Orneklerden biri ile iireaz
bakilirken diger 6rnekler kiiltlir i¢in Brucella agara ekildi ve direkt mikroskopide
incelenmek {izere biri yedek olmak lizere iki lam hazirlandi. Ayrica hastalarin gaita
orneklerinde HpSA antijeni arandi. Ureaz, kiiltiir, direkt mikroskopi veya gaitasindan
herhangi biri pozitif saptanan hastalar degerlendirilmeye alindi. Bu hastalardan
EDTA’L tiipe 6 cc kan alinarak 6nce mononiikleer hiicre ayirimi yapildi. Ayrilan bu
hiicreler DNA izolasyonu yapilana kadar -20°C’de sakland1. Mononiikleer hiicrelerden

DNA izolasyonu yapildi. PCR yapilarak sonuglar yorumlandi.



hastalar

Gastrointestinal sistem sikayeti ile
basvuran ve endoskopi sonucu non
iilser dispepsi ve peptik iilser saptanan

/N

2 adet biyopsi

ornegi
o Ureaz
e Kiiltir

e Mikroskopi

Gaita

HpSA
antijeni
saptama

N/

Herhangi biri pozitif
saptanan hastalardan
6 cc kan 6rnegi

|

Mononiikleer
hiicre ayirimi

|

DNA izolasyonu

|

PCR

|

Jelde ytiriitme

Sekil 1: Calisma plan1 ve islemlerin yiiriitiilme semasi
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3.2.2. Mikrobiyolojik Inceleme

3.2.2.1. Kiiltiir

Kiiltiir icin Brucella agar kullanildi. Besiyerine %5 koyun kani veya insan kani,
10mg/L vankomisin, Smg/L trimetoprim, 1mg/L amfoterisin B eklendi. Ureyenlerde
antibiyogram yapabilmek icin biiyiikk petrilere besiyerleri antibiyotiksiz olarak
hazirlandi. Serum fizyolojik igerisinde transfer edilen biyopsi 6rnekleri steril bir penset
yardimu ile, mukuslu kismi besiyerine siiriilerek ekim yapildi. Ekim yapilan besiyerleri
bir anaerobik kavonoz icerisinde, CampyPak Plus mikroaerofilik sistem veya o6zel
olarak hazirlanmis, %85 N, %10 CO,, %5 O, iceren gaz karisimi ile muamele edilerek
37°C’de inkiibe edildi. Sonuglar 48-96 saat igerisinde degerlendirildi. Ureme saptanan
kiiltlirlerden alinan kolonilerden Gram boyama, hizli iireaz, oksidaz ve katalaz testleri
yapildi.

Gram negatif, lireaz, oksidaz ve katalaz pozitif olan bakteriler H. pylori olarak

belirlendi.

3.2.2.2. Direkt Mikroskopi

Kiiltiirii yapilan gastrik biyopsi Ornegi penset yardimi ile steril iki lama
striilerek preparat hazirlandi. Preparatlardan biri Gram boyama ile boyanarak
immersiyol mikroskobunda incelendi. Diger preparat ise birinci preparattan saglikli
sonu¢ alinamadiginda kullanilmak iizere saklandi. Preparatlarda mukus tabakasi
icerisine yerlesmis, gram negatif, kivrik, martt kanadi seklinde bakteriler

saptandiginda H. pylori pozitif olarak degerlendirildi.
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Sekil 2: Gastrik biyopsi drneklerinden hazirlanan preparatlarda H. pylori’nin
gorinumui
2.2.3. Ureaz Testi

Ureaz testi igin; Urea agar base kullanildi. Distile su igerisinde ¢oziilerek 121
C’de 15 dak. otoklavlanarak steril edildi. 45-55 °C’ye kadar sogutuldu. Ayri bir yerde
%40’lik iire hazirland1 ve filtreden gecirilerek steril edildi. Bu ¢ozelti hazirlanan
besiyerine son konsantrasyonu %2 olacak sekilde eklenerek steril pleytlere dokiildii.
Pleytler steril bisturi ile kii¢iik parcalara ayrildi. Bunlar steril bir penset yardimiyla
alinarak lam {izerine aktarildi. Siipheli bakteriler ya da biyopsi ornekleri bu ortama
batirildi ve 37°C’de inkiibe edildi. Saridan pembeye renk déniisiimiiniin olmasi testin

pozitif oldugu seklinde yorumlandi.
3.2.2.4. Gaitada HpSA Antijeni Saptanmasi

Rapid Strip HpSA kiti kullanilarak hastalardan alinan gaita orneklerinde H.
pylori antijeni arandi. Ornekler test edilene kadar 2-8 °C’de transport kabr igerisinde
saklandi. Gaitanin 3 farkli alanina kitin toplama probu batirildi ve 1ml sample diluent

icerisine birakildi. Hafifce vortekslenerek kitin stribine 4 damla damlatildi. 5 dakika



34

bekletildikten sonra yorumlandi. Sonug penceresinde sadece bir bant goriilmesi negatif

cift bandin goriilmesi pozitif olarak degerlendirildi.

3.2.2.5. Biyokimyasal Testler

a) Oksidaz Testi

Oksidaz testi i¢in; N, N-dimethyl-1, 4- phenylen diammonium-dichloridin
distile sudaki %1°lik ¢ozeltisi (oksidaz ayiraci) hazirlandi. Ayirag 151k ve oksijene
dayaniksiz oldugu i¢in kiigiik hacimlere boliindii ve aluminyum folyo ile sarilarak
kullanilincaya kadar -20°C’de saklandi. Siipheli koloni filtre kagidi iizerine alinarak
ezildi. Uzerine bir damla oksidaz ayiraci damlatildi. Kolonilerin oldugu bdlgede mor

renk olusumunun olmasi oksidaz pozitif olarak degerlendirildi.

b)Katalaz Testi

Katalaz testi i¢in; steril distile su ile %3’liikk hidrojen peroksit (H,O,) ¢ozeltisi
(katalaz ayiraci) hazirlandi. Bu ¢ozelti koyu renkli siselerde 4°C’de saklandi. Steril bir
ozeyle temiz bir lam iizerine bir miktar bakteri alindi. Uzerine 1-2 damla katalaz
ayiraci damlatildi. Kopiirme seklinde gaz ¢ikisinin gozlenmesi katalaz pozitif olarak

degerlendirildi.

3.2.3. Mononiikleer Hiicre Ayirimi

15 ml’lik falkon tiiplerine 3 ml fikol konuldu ve iizerine hastadan alinan 6cc
tam kan tiipiin yanindan yavasca stizdiiriilerek eklendi. 2600 rpm’de 25 dak. santrifiij
edildi. Santrifiij sonras1 plazma ile fikol arasinda kalan bugulu goériinen kisim baska bir
falkon tiipiine aktarildi. Uzeri PBS ile 12 cc’ye tamamlanarak 2000 rpm’de 10 dak.

santrifiij edildi ve tist kism1 dokiildii. Bu islem bir kez daha tekrarlandi. Tiipilin dibine
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coken mononiikleer hiicrelerin iizerine 0,5 cc PBS eklenerek pastér pipetiyle

karistirildi ve ependorf tiipe aktarilarak kullanilincaya kadar -20 °C’de sakland.

3.2.4. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in MagNA Pure LC (Roche) cihazi ve MagNA Pure Total
Nucleic Acid Isolation Kiti (Roche) kullanildi.

3.2.5. DNA’nin Spektrofotometrede Konsantrasyonunun Olciimii

MagNA Pure ile izole edilen DNA’larin 260 nm boyundaki absorban degerleri
okundu. DNA 1/10 oraninda sulandirilarak okunan absorban degerlerinden
orneklerdeki DNA konsantrasyonu hesaplandi. Polimeraz zincir reaksiyonunda (PCR)
kullanilmak tizere DNA’lar steril deiyonize su ile 75-125 ng/ul olacak sekilde

sulandirildi.

3.2.6. izole Edilen DNA’da Beta Actin Geninin Bakilmasi

Beta actin hiicrenin hareketini ve yapisin1 korumakla gorevli ve her hiicrede
bulunan housekeeping bir proteindir. Testlerde internal kontrol olarak kullanilir.
Housekeeping genlerin sentezi tiim niikleuslu hiicre tiplerinde vardir ve bunlar
hiicrenin hayatta kalmasi icin gereklidirler. Izole edilen DNA’larda ayn1 zamanda beta
actin geninin varlig1 per ile arastirilarak 6rnekte yeterli DNA olup olmadigi saptandi.
Bunun i¢in beta actin genine spesifik (ATCATGTTTGAGACCTTCAA ve
CATCTCTTGCTCGA AGTCCA 320 bp) primerler kullanildi. Tablo 4’de belirtilen
miktarda her hasta i¢in master miks hazirlandi. Hafifce vortekslenerek her bir hasta
i¢in kiiciik ependorflara 40’ar ul boliindii. Uzerine 10ul hasta drnegi eklenerek tablo
5°de belirtilen PCR dongiisii programinda amplifiye edildi. Amplifiye edilen PCR

tiriinlerinin jel elektroforezde yiiriitmek i¢in 0,5X TBE tamponlu %2’lik agaroz jel
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hazirland1. Ornekler agaroz jele yiiklenerek 85V’da 30 dakika elektroforeze tabi

tutuldu. Sonuglar UV transilluminatérde degerlendirildi.

Tablo 4. Beta actin gen analizinde bir hasta i¢in gerekli mastermiks miktari

Buffer Sul
dNTP mix (10mM) 2ul
MgClI (25 mM) 3ul
Primer mix (10pM) 5l
Taq polimeraz 0.25 pl
Ddw 24.75 ul
Template 10 pl

Tablo 5. Beta actin geni i¢gin PCR dongii programi

1. Adim Baglangic 94°C 5 dakika
Denatiirasyon

2. Adim Denatiirasyon 95°C 1 dakika 20 dongii
Annealing 60°C 1 dakika
Extansiyon 72°C 1,5 dakika

3. Adim Ekstansiyon 72°C 7 dakika

4. Adim Bekletme 72°C

3.2.7. Sitokin Gen Polimorfizminin Tespiti Icin PCR Yapilmasi

Sitokin gen polimorfizminin tespiti i¢in Invitrogen firmasindan temin edilen
PCR-SSP sitokin gen paneli 13 farkli sitokin ¢esidinin tespitinde kullanildi. invitrogen
sitokin gen paneli 2 ayr1 bilesenden (1. oligoniikleotid primerleri emdirilmis 96’
plytler, 2. buffer) olusmaktadir. Her bir hastanin PCR-SSP amplifikasyonu i¢in 522,3
ul topla hacimli master miks ve DNA karisimi ( Buffer 140ul, genomik DNA 50ul,
deiyonize su 329ul, Taq Pol. (5U/ul) 3,3ul) hazirlandi. (Tablo 8)Hazirlanan master
miskler hafifce vortekslenerek her bir hasta i¢in pleytlerdeki 48 kuyucuga 10’ar pl
boliindli. Tablo 7°’de verilen PCR dongii programinda amplifiye edildi. Amplifiye
edilen PCR iirlinlerinin jel elektroforezde yiiriitmek i¢in 0,5X TBE tamponlu %2’lik
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agaroz jel hazirlandi. Ornekler, her bir hasta igin 24°liik 2 ayri jele yiiklenerek 0,5X
TBE’li tampon ortaminda 85V, 35 dakika elektroforeze tabi tutuldu. Sonuglar UV
transilluminatérde degerlendirildi. Her bir kuyucukta bununan pozitif kontrollerin
calisip ¢alismadigi kontrol edilerek cift bant gosteren kuyucuklar pozitif olarak kabul
edildi ve fotograflandi. Sekil 10. Invitrogen sitokin gen polimorfizm analiz cetveline
isaretlenerek degisimler saptandi (Tablo 8). Tablo 6 ve 7° de master miks bilesenleri

ve PCR dongii programi verildi.

Tablo 6. Sitokin genleri analizinde bir hasta i¢in gerekli mastermiks miktari

PCR buffer 140ul
Taq DNA pol.(5U/ul) 3,3 ul
ddw 329 pul
DNA (75-125 ng/ul) 50 pl

Tablo 7. Sitokin genleri i¢in PCR dongii programi

1. Adim Baslangi¢ 94°C 2 dakika
Denatiirasyon

2. Adim Denatiirasyon 94°C 15 saniye 10 dongii
Annealing 65°C 1 dakika

3. Adim Denatiirasyon 94°C 15 saniye 20 dongii
Annealing 61°C 50 saniye
Extansiyon 72°C 30 saniye

4. Adim Bekletme 4°C Stiresiz

3.3. listatistiksel Analizler

Sitokin gen polimorfizminin istatistiksel analizi SPSS Windows 9.0 programi
kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki istatistik onemlilik %2 testi ile hesaplandi..
Ortalama degerler Student’s ¢-testi kullanilarak karsilastirildi. Yas, cinsiyet ve eslik
eden hastaliklar univariate analiz ile degerlendirildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.
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1. Pleyt | 2. Pleyt | Sitokin Geni | Allelik 6zellik Baz uzunlugu Internal
kontrol
1 49 IL-1a T at pos -889 220 440
2 50 IL-1a C at pos -889 220 440
3 51 IL-1B Catpos -511 215 440
4 52 IL-1B T at pos -511 215 440
5 53 IL-1B T at pos +3952 336 440
6 54 IL-1B C at pos +3952 336 440
7 55 IL-1R C at pos pstl 1970 288 440
8 56 IL-1R T at pos pstl 1970 288 440
9 57 IL-1RA T at pos mspal 11100 297 440
10 58 IL-1RA C at pos mspal 11100 297 440
11 59 IL-4Ra G at pos +1902 143 440
12 60 IL-4Ra A at pos +1902 143 440
13 61 IL-12 C at pos -1188 802 440
14 62 IL-12 A atpos -1188 802 440
15 63 IFN-y A at pos -874 277 440
16 64 IFN-y T at pos -874 277 440
17 65 TGF-B C at Codonl10;G at Codon25 80 440
18 66 TGF-B C at Codonl10;C at Codon 25 80 440
19 67 TGF-B T at Codon10;G at Codon 25 80 440
20 68 TGF-B T at Codon10;C at Codon 25 80 440
21 69 TGF-B C at Codon 10 195 440
22 70 TGF-B T at Codon 10 195 440
23 71 TNF- a G at pos -308;G at pos -238 110 440
24 72 TNF- a A at pos -308;G at pos -238 110 440




TABLO 8’in devami
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2. Pleyt | 2. Pleyt | Sitokin Geni | Allelik 6zellik Baz uzunlugu Internal
kontrol

25 73 TNF-a G at pos -308;A at pos -238 110 440
26 74 TNF-a A at pos -308;A at pos -238 110 440
27 75 IL2 T at pos -330;G at pos +166 562 89
28 76 IL2 G at pos -330;G at pos +166 564 89
29 77 IL2 G at pos -330;T at pos +166 569 89
30 78 L2 T at pos -330;T at pos +166 569 89
31 79 IL4 T at pos -1098;T at pos -590 557 89
32 80 IL4 T at pos -1098;C at pos -590 557 89
33 81 IL4 G at pos -1098;T at pos -590 557 89
34 82 IL4 G at pos -1098;C at pos -590 557 89
35 83 IL4 T at pos -590;T at pos -33 610 89
36 84 IL4 T at pos -590;C at pos -33 610 89
37 85 IL4 C at pos -590;T at pos -33 610 89
38 86 IL4 C at pos -590;C at pos -33 610 89
39 87 IL6 G at pos -174;G at pos nt565 427 89
40 88 IL6 C at pos -174;G at pos nt565 426 89
41 89 IL6 G at pos -174;A at pos nt565 428 89
42 90 IL6 C at pos -174;A at pos nt565 428 89
43 91 IL10 G at pos -1082;C at pos -819 305 89
44 92 IL10 G at pos -1082;C at pos -592 530 89
45 93 IL10 A at pos -1082;C at pos -819 305 89
46 94 IL10 Aat pos -1082;T at pos -819 305 89
47 95 IL10 G at pos -1082;C at pos -592 530 89
48 96 IL10 A at pos -1082;A at pos -592 530 89




4. BULGULAR

Bu c¢alisma KTU Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Ve Klinik Mikrobiyoloji
Anabilim Dali ve Gastroenteroloji BD’nda Mart 2007 ile Haziran 2007 tarihleri
arasinda gerceklestirildi. Bu siire icerisinde biyopsi veya gaita 6rneklerinden en az
biri pozitif olan 25 noniilser dispepsi ve 25 peptik iilser hastasi olmak tlizere 50
hastanin kan 6rnekleri alindi.

Hastalarin yaslar1 17-72 arasinda degisiklik gosteriyordu. Hastalarin yas
ortalamas1 41,52 idi. Her iki hastalik grubunda cinsiyetlere gore yas ortalamasi
incelendiginde kadin noniilser dispepsi hastalarinin yas ortalamasi 48,63 olarak
saptanirken erkek hastalarda 38,12 olarak tespit edilmistir. Peptik iilser hastalarinda
ise kadinlarda yas ortalamasi 44,27 iken erkeklerde 39,42 olarak tespit edilmistir.
Tablo 9°da iki hastalik grubunda hastalarin cinsiyetlerine gore yas ortalamasi
verilmistir. Cinsiyete gore yas ortalamalarinin hastaliklara dagiliminda istatistiksel

olarak bir fark yoktur.

Tablo 9. Noniilser dispepsi ve peptik iilser hastalarinda cinsiyete gore yas ortalamasi

Kadin Erkek
Noniilser dispepsi | 48,62 38,12
Peptik ilser 44,27 39,42

Hastalardan almman biyopsi Ornekleri H. pylori agisindan iireaz testi ile

degerlendirildiginde; Orneklerden noniilser dispepsi ve peptik ilser hastalarinda
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strastyla 13’tinde (%52) ve 19’unda (%76) lireaz ile H. pylori pozitif tespit edildi. H.

pylori’yi tanmimlama ag¢isindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanamadi. (p=0,141) (Tablo 10)

Tablo 10. Noniilser dispepsi ve peptik iilser hastalarinin biyopsi érneklerinde

tireaz ile H. pylori tespit edilme oranlar

Toplam vaka sayist Noniilser dispepsi Peptik iilser
n mikroskopi(+) % mikroskopi (+) %
50 13 52 19 76
Ureaz pozitiflik orani

50

40-

30

Vakasayisi —
20 o pozitif
10 | negatif
0/
toplam Nonlilser Peptik tlser
dispepsi
Hastaliklar

Sekil 3: Biyopsi orneklerinde iireaz ile H. pylori tespit edilme oranlari

Biyopsi 6rneklerinde yapilan kiiltiirlerin pozitiflik orani 25 noniilser dispepsi ve

peptik iilser 6rneginde sirasiyla 14 (%56), 17 (%68) olarak tespit edilmistir. (Tablo

11) Iki hastalik arasinda kiiltiir pozitifligi agisindan istatistiksel olarak fark

saptanmadi. (p=0,560)




42

Tablo 11. Noniilser dispepsi ve peptik iilser hastalarinin biyopsi 6rneklerinde kiiltiir

ile H. pylori tespit edilme oranlar1

Toplam vaka sayisi Noniilser dispepsi Peptik iilser
n Kiiltiir (+) % Kiltiir (+) %
50 14 56 17 68

Vaka sayisi
20

Hastaliklara Gore Kiiltiir Pozitiflik Orani

50
40
30
@ kiltdr pozitiflik orani

10
0

toplam nonulser peptik

vaka dispepsi Ulser

Hastaliklar

Sekil 4: Biyopsi 6rneklerinde kiiltiir ile H. pylori tespit edilme oranlari

Noniilser dispepsi hastalarinin 17’si erkek, 8’1 kadin iken {ilser hastalarinin

14°1 erkek, 11°1 kadindir.

Mikroskopik incelemede pozitiflik oram1 kadin ve erkek

noniilser dispepsi hastalarinda sirasiyla 7 (%35) ve 13 ( %55) olarak tespit edilirken
peptik iilser hastalarinda 10 (%45,45) ve 12 (%45.,45) olarak tespit edilmistir (Tablo

12).

Tablo 12. Kadin ve erkek noniilser dispepsi ve peptik iilser hastalarinin

biyopsi 6rneklerinde mikroskopi ile H. pylori tespit edilme oranlari

Kadin Erkek Toplam
Mikroskopi Mikroskopi Mikroskopi
) % ) % ) %
Nontilser 7 35 13 55 20 100
dispepsi
ilser 10 | 45,45 12 54,55 |22 100
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Hastaliklarin Cinsiyete Gore Mikroskopi Pozitiflik
Dagilimi

Vaka
sayisi

@ noniilser dispepsi

W peptik iilser

Kadin  Erkek  Toplam

Cinsiyet

Sekil 5: Kadin ve erkek hastalarin biyopsi drneklerinde mikroskopi ile H. pylori

tespit edilme oranlari

Gaitada HpSA antijen arastirilmasi noniilser dispepsi ve peptik iilser
hastalarinda sirasiyla 24 ve 14 olarak tespit edilmistir. 1 noniilser dispepsi ve 9

peptik iilser hastasinin gaitasinda HpSA antijeni aragtirllmamistir (Tablo 13).

Tablo 13. Noniilser dispepsi ve peptik iilser hastalarinda HpSA antijen testi

ile gaitada H. pylori tespit edilme oranlari

HpSA (+) HpSA (-) HpSA ¢alisilmayan Toplam

n % N % n % n %
Nondilser dispepsi | 24 96 0 0 1 a 25 | 100
tilser 14 56 2 8 9 36 25 | 100
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Hastaliklara Gore HpS A pozitiflik Orani

254
20

15+
Vaka Sayisi
10

@ nonllser dispepsi

I m peptik Ulser

HpSA (+) HpSA (-) HpSA Toplam
caligiimayan
Hastaliklar

Sekil 6: Hastalarin gaitalarinda HpSA antijen testi ile H. pylori tespit edilme oranlari

Noniilser Dispepsi ve Peptik Ulser Hastalarinda Sitokin Gen
Polimorfizm le Ilgili Bulgular

Noniiler dispepsi ve peptik llser hastalarinin sitokin gen polimorfizmleri
karsilastirildiginda; TNF-a -308 G -238 A (p=0,009), IL6 -174 C; nt565
G(p=0,049) ve IL10 -1082 G; -592 C ’ de (p=0,032) istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptandi. TNF-a -308 G -238 A polimorfizmi 5 noniilser dispepsi hastasinda
pozitif saptanirken 15 peptik iilser hastasinda pozitif saptanmistir. IL6 -174 C;
nt565 polimorfizmi 1 noniilser dispepsi hastasinda pozitif saptanirken 7 peptik tlser
hastasinda pozitif saptanmistir. IL10 -1082A; -592 C polimorfizmi ise 13 noniilser
dispepsi hastasinda pozitif saptanirken 21 peptik ilser hastasinda pozitif
saptanmugtir. Diger polimorfizmlere baktigimizda ise IL-1a -889 T, IL-1a -889 C,
IL-1g -511 C, IL-1p -511 T, IL-1p +3952 T, IL-1R pstl 1970 C, IL-1RA mspal
11100 T, IL-4Ra +1902 A, TNF-a -308 G; -238 G, IL10 -1082 G; -819 C ve IL10
-1082 A; -819C de her iki hasta grubumuzda da ayni anda %80’in iizerinde
pozitiflik ile en yliksek pozitiflik orani saptanmistir. Bunun aksine IL-12 -1188 C,
TGF-$ 10 kodon C; 25 kodon C, TNF-a -308 A; -238 A, IL2 -330 G; +166 T, IL4
-1098 G; -590 T, IL4 -1098 G; -590 C, IL4 -590 T; -33 C, IL4 -590 C; -33 T ve
IL6 -174 G; nt565 A her iki grupta ayni zamanda %Z20’nin altinda pozitiflik
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saptanmistir. TGF-B Codonl10 T; Codon 25 C’de ise her iki grupta hi¢bir hastada
pozitiflik saptanmamaistir (Tablo 14).

(1,2,3,4,5,6,7,8,9,
10, 12)

(15, 16, 17, 19, 21, 22,
23, 24)

(25,28)

(39, 43,44, 45, 46, 48)

(Cift bantlar pozitiftir )

Sekil 7: Sitokin gen polimorfizminin %2’lik agaroz jeldeki goriintiisi
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Tablo 14. Noniilser dispepsi ve peptik iilser hastalariin sitokin gen

polimorfizm sonuglarinin karsilastirilmasi

Sitokin Allelik 6zellik bp Noniilser dispepsi Peptik tilser P degeri
Geni n % n %

1 IL-1a T at pos -889 220 21 84 21 84 1,000

2 IL-1a C at pos -889 220 23 92 24 96 1,000

3 IL-1B Catpos-511 215 24 96 22 88 0,609

4 IL-1B T at pos -511 215 21 84 16 64 0,196

5 IL-1B T at pos +3952 336 19 76 19 76 1,000

6 IL-1B T at pos +3952 336 22 88 24 96 0,609

7 IL-1R Catpos pstl 1970 | 288 23 92 25 100 0,490

8 IL-1R T at pos pstl 1970 | 288 14 56 16 64 0,773

9 | IL-IRA T at pos mspal 297 24 96 24 96 1000

11100
10 | IL-1IRA C at pos mspal 297 16 64 21 84 0,196
11100

11 | IL-4Ra G at pos +1902 143 7 28 9 36 0,762

12 | IL-4Ra A at pos +1902 143 24 96 25 100 1,000

13 IL-12 Catpos-1188 802 4 16 5 20 1,000

14 IL-12 A atpos -1188 802 9 36 11 44 0,773

15 IFN-y A at pos -874 277 19 76 18 72 1,000

16 IFN-y T at pos -874 277 20 80 18 72 0,741

17 | TGF-B C at Codonl0;G at 80 23 92 17 68 0,074
Codon25

18 | TGF-B C at Codonl0;C at 80 4 16 3 12 1,000
Codon 25

19 | TGF-B T at Codon10;G at 80 18 72 20 80 0,741
Codon 25

20 | TGF-p T at Codon10;C at 80 0 0 0 0 000
Codon 25

21 TGF-p C at Codon 10 195 20 80 14 56 0,130

22 | TGF-B T at Codon 10 195 19 76 18 72 1,000

23 | TNF-a G at pos -308;G at 110 25 100 24 96 1,000
pos -238

24 | TNF-a A at pos -308;G at 110 17 68 20 80 0,519
pos -238
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Sitokin Allelik 6zellik bp Noniilser dispepsi Peptik tlser P degeri
Geni n % n %

25 | TNF-a | G at pos -308;A atpos | 220 | 5 20 15 80 0,009
-238

26 | TNF-a A at pos -308;A atpos | 220 | 0 0 4 16 0,110
-238

27 | IL2 T at pos -330;G at pos | 215 | 13 42 19 76 0,141
+166

28 | IL2 G at pos -330;G at pos | 215 | 11 44 13 52 0,777
+166

290 | IL2 G at pos -330;T at pos | 336 | 0 0 1 4 1,000
+166

30 | IL2 T at pos -330;T at pos | 336 | 9 36 9 36 1,000
+166

31 | IL4 T at pos -1098;T at | 288 | 5 20 11 44 0,130
pos -590

32 | IL4 T at pos -1098;C at | 288 | 13 52 15 60 0,776
pos -590

33 | IL4 G at pos -1098;T at | 297 |0 0 1 4 1,000
pos -590

34 | IL4 G at pos -1098;C at | 297 |5 20 4 16 1,000
pos -590

35 | IL4 T at pos -590;T at pos | 143 | 3 12 8 32 0,171
-33

36 | IL4 T at pos -590;C at pos | 143 | 1 4 6 24 0,098
-33

37 | IL4 C at pos -590;T at pos | 802 | 1 4 4 16 0,349
-33

38 | IL4 C at pos -590;C at pos | 802 | 11 44 10 40 1,000
-33

39 | IL6 G at pos -174;G at pos | 277 | 21 84 18 72 0,496
nt565

40 | IL6 C at pos -174;G at pos | 277 | 1 4 7 28 0,049
nt565

41 | IL6 G at pos -174;A at pos | 80 0 0 1 4 1,000
nt565

42 | IL6 C at pos -174;A at pos | 80 6 24 10 40 0,363
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nt565

43 | IL10 G at pos -1082;C at | 80 23 92 21 84 0,667
pos -819

44 | IL10 G at pos -1082;C at | 80 19 76 18 72 1,000
pos -592

45 | IL10 A at pos -1082;C at | 195 | 22 88 24 96 0,609
pos -819

46 | IL10 A at pos -1082;T at | 195 | 16 64 16 64 1,000
pos -819

47 | IL10 A at pos -1082;C at | 110 | 13 52 21 84 0,032
pos -592

48 | IL10 A at pos -1082;A at | 110 | 12 48 16 64 0,393

pos -592
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Sitokin Gen Polimorfizm Dagilimi

@ dispepsi
| ulser

<

1 4 7 10 13 16 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46

Sitokin Genleri

Sekil 8: Noniilser dispepsi ve peptic iilser hastalarinda sitokin gen polimorfizmlerinin dagilimi




5. TARTISMA

Helicobacter pylori niifusun yarisindan fazlasinda pozitif saptanan bir
bakteridir. Diinya genelinde Helicobacter pylori enfeksiyon oranlar1 Meksika, Orta —
Gliney Amerika %70-90, Afrika %70-90, Asya %70-80, Dogu Avrupa %70, Bati
Avrupa %30-50, Amerika Birlesik Devletleri — Kanada %30, Avustralya %20 olarak
belirtilmistir (107). Ulkemizde 20-29 yas grubuda % 85, 60-69 yas grubunda % 88 H.
pylori pozitif bulunur (108).

Calisma grubumuzu olusturan 50 hastanin yaglar1 17-72 arasinda dagilim
gosteriyordu. Hastalarin yas ortalamas1 41,52 idi. Her iki hastalik grubunda
cinsiyetlere gore yas ortalamasi incelendiginde kadin noniilser dispepsi hastalarinin
yas ortalamasi 48,63 olarak saptanirken erkek hastalarda 38,12 olarak tespit edilmistir.
Peptik iilser hastalarinda ise kadinlarda yas ortalamasi 44,27 iken erkeklerde 39,42
olarak tespit edilmistir (tablo 11)

Hastalarin tanilarinin cinsiyete gore dagilimini inceledigimizde kadin 19, erkek 31
olarak karsimiza ¢ikmustir.

H. pylori nin mikrobiyolojik incelemesine baktigimizda tlireaz pozitifligi %64,
kiiltiir pozitifligi %62, mikroskopi pozitifligi %84, ve HpSA pozitifligi %79,17 olarak
saptanmistir.  Kiiltiir H. pylori i¢in altin standart olarak kabul edilmektedir.
Mikroskopisi pozitif olarak tespit edilen orneklerin %73,80’inde kiiltiir pozitif olarak
saptanmistir. Biyopsinin alinma sartlar1 taginma siiresi ve ortami, ekilme sartlari,
tireme ortaminin uygun olup olmadig1 gibi konular dikkate alindiginda kiiltiir oraninin
basaris1 gayet iyi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Safak ve ark.larinin yaptigi bir
arastirmada Orneklerin%40 iireme tespit edilmis ve %54.9’unda HpSA pozitifligi
saptandi. Kiiltiir ile karilastirildiginda HpSA sensitivitesi % 100, spesifitesi % 78.5
olarak tespit edildigi bildirilmistir (109).
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Calismamizda mikrobiyolojik incelemede iireaz negatif olarak bulunan 12
dispepsi hastasinin 6’sinda mikroskopi pozitif olarak bulunmustur. Ureaz negatif
bulunan 6 peptik iilser hastasinin ise 2’sinde mikroskopi pozitif bulunmustur. Erdener
ve ark. larinin yaptig1 calismada gastritisli 30 hastanin % 76’sinda direkt boyama, %
66 hizl lireaz ile pozitiflik, duodenitisli 25 hastanin % 64 direkt boyama, % 68 hizli
iireaz ve gastritistduodenitisli 46 hastanin %67 direkt boyamasinda, % 80 hizli {lireaz
testinde pozitiflik saptandigi rapor edilmistir (110).

Calismamizdaki sitokin gen polimorfizm sonuglarini irdeledigimizde IL-1’de
her iki grup arasinda istatistiksel olarak bir fark saptanmadigin1 gérmekteyiz. Ancak
genel olarak baktigimizda her iki gruptada %@80’lerin iizerinde IL-1’de pozitiflik
saptandig1 goriilmektedir. Literatiir ¢alismasinda 6zellikle IL-1B -511T ‘nin ¢ok fazla
irdelendigi gortilmiistiir. Almanya’da yapilan bir calismada ciddi lenfositik infiltrasyon
(L3), ciddi graniilositik infiltrasyon (Gs3), intestinal metaplazi (IM) ve atrofik gastriti
(AG) olan hastalar {izerinde yapilan ¢calismada bu hasta gruplari ile IL-1 polimorfizmi
arasinda yakin iliski saptanmistir. Ozellikle IL-1B8 -511T tagtyicilarinda L G3, IM ve
AG’nin gelisme rsikinin arttig1 rapor edilmistir (111). Bizim g¢alismamizda IL-1f -
511T noniilser dispepsi ve peptik {iilser hastalarinda sirasiyla %84, %64 oraninda
pozitif saptanmistir. Cin popiilasyonunda da IL-1B -511T tasiyicilar1 ile gastrik
intestinal metaplazi arasinda pozitif korelasyonda risk oldugu tespit edilmistir (112).

IL-2, IL-4, IFN-y, TGF-B’da gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark
saptanamamistir. IL-2’nin polimorfizmlerine baktigimizda her iki grupta da birbirine
yakin oranlarda pozitiflik saptanmistir. Yalmz IL2 -330 G; +166 T noniilser
dispepsi’de hi¢ pozitif saptanmazken peptik lilser hastalarindan yalnizca 1’inde pozitif
tespit edilmistir. Japonya’da yapilan bir arastirmada IL-2 genotiplerinin seropozitif
grupta seronegatif gruba gore atrofik gastrit goriilmesi agisindan aralarinda 6nemli bir
iligki oldugu gosterilmistir. /L-2 gen polimorfizminin gastrik mukozal kanser
gelisimiyle yakindan iliskili oldugu belirtilmistir (113).

IL-4 e baktigimizda ¢aligmamizda iki hasta grubu arasinda polimorfizm
acisindan fark saptanamamistir. [L4°de en fazla -1098 T; -590 C’de sirasiyla %52 ve

%60 oraninda noniilser dispepsi ve peptik iilser de polimorfizme rastlanmistir.
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TGF-P’da iki grup arasinda istatistiksel olarak bir farka rastlanamamistir. TGF-
B Codonl0 T; Codon 25 C polimorfizmlerine her iki gruptada  pozitiflik
saptanamamigtir.

Calismamizda TNF-a ile ilgili bulgularimiza baktigimizda TNF-a -308G; -238
A’da sirasiyla noniilser dispepsi ve peptik iilser oranlart sirasiyla %20 ve %80’dir. Bu
iki grup arasinda TNF-a -308G; -238 A istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir.
(p=0,009) Japonya’da peptik iilser ve gastrit hastalar1 {izerinde yapilan arastirmada
TNF-a polimorfizminin yiiksek oranda bu hastalik gruplariyla iliskili oldugu
saptanmistir (114) Bu arastirmanin sonucu bizim ¢alismamiz ile paralellik
gostermektedir. Calismamizda peptik {lser hastalarinda %80 oraninda poliformizm
saptandi. TNF-a -308A; -238 A’da noniilser dispepsi ile peptik iilser hastalarinda
sirastyla 0 ve 4 hastada pozitiflik saptanmig ama istatistiksel olarak anlamli sonug elde
edilememistir. (p=0,110)

IL-6’da -174 C; nt565G pozisyonlarinda ¢calismamizda istatistiksel olarak fark
goriilmiistiir. (p=0,049) Bulgularimizda noniilser dispepsi ve peptik iilser hastalarinda
sirastyla %4 ve %28 oraninda pozitiflik saptanmistir. Yapilan arastirmalarda bu
pozisyondaki polimorfizmde yiiksek oranda IL-6 iiretimi saptanmistir. H. pylori‘nin
mukoza seviyesindeki bu artisin H. pylori ile iliskili gastrit olusumuyla baglantili
oldugu gosterilmistir. Brezilyali hastalarda yapilan arastirma sonucu IL-6’da 6zellikle
-174’de olan polimorfizmde kronik gastrit ve inflamatuvar siireci i¢eren olaylarin
olustuguna dair pozitif veriler elde edilmistir (115). Bu veriler ile bizim ¢alismamizi
karsilastirdigimizda ayn1 dogrultuda sonuglar aldigimiz goriilmektedir.

Calismamizdaki IL-10 sonuglarina baktigimizda IL10 -1082A; -592 C
pozisyonundaki poliformizlerde iki hastalik grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark saptanmistir. (p=0,032) IL10 -1082 A; -592 C nonuser dispepsi de hastalarin
%352’sinde saptanirken peptik iilser hastalarmin %84’iinde saptanmistir. Yapilan diger
caligmalarda IL-10 ile gastrik kanser arasinda iligski saptanmistir. EI-Omar’in yaptigi
bir c¢alismada IL-10 gibi anti-enflamatuvar sitokinler non-kardiak gastric kanser

olusumunda iki kat daha fazla etki gostermektedir (105).



6. SONUC ve ONERILER

Aragtirmaya alinan noniilser dispepsi ve peptik iilser hastalarinin yas
ortalamalar1 41,52 olarak saptandi. Cinsiyete gore aymrimda ise en diisiik yas
ortalamasi noniilser dispepsili erkek hastalarda (38,12) iken en yliksek yas ortalamasi
ise yine noniilser dispepsili kadin hastalarda (44,27) olarak saptanmustir.

Hastalardan alinan biyopsi Orneklerindeki iireaz pozitifligi noniilser dispepsi
hastalarinda %52 iken peptik {iilser hastalarinda %76 olarak bulunmustur.

Noniilser dispepsi hastalarinin %56’sinda biyopsi 6rneklerinde kiiltiir pozitif
saptanirken peptik iilser hastalarinin %68’ inde kiiltiir sonucu pozitif saptanmaistir.

Mikroskopi sonuglarinda noniilser dispepsi hastalarinin 20’sinde, peptik {ilser
hastalarinin 22’sinde pozitiflik gosterilmistir.

HpSA antijen testi 50 hastanin 40’inda calisilmig ve bunlarin 38’inde pozitif
bulunmustur.

Iki hasta grubunda TNF-o -308 G -238 A’da sitokin gen polimorfizmleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir. Yapilan ¢alismalarda H. pylori
pozitif kisilerde TNFa polimorfizmi gastrik kanser ve gastrik iilser gelismesinde bir
risk olarak goriilmektedir.

IL-6 -174 C; nt565 G pozisyonlarinda nonulser dispepsi ve peptik iilser
hastalar1 arasinda sitokin gen polimorfizminde istatistiksel olarak fark saptanmistir.

Her iki hasta grubunda bakilan diger sitokin gen polimorfizmleri arasinda
istatistiksel olarak bir anlam saptanamamustir.

Calisma grubumuzda 50 hasta alinmistir. Hasta sayisi artirilarak istatistiksel
olarak daha anlamli sonug¢larin elde edilmesi miimkiindiir.

Caligma grubumuzla birlikte kontrol grubunun da olmasi daha saglikli

sonuglara ulasmamiza yardimci olacaktir.
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Caligmaya alinan bireyler uzun siire incelenerek H. pylori ve sitokin gen
polimorfizmine bagli olarak olusabilecek patolojilerin incelenmesiyle daha anlaml

sonugclar elde edilebilir.



7. OZET

Bu caligma noniilser dispepsi ve peptik iilser tanisi almis hastalarin sitokin gen
polimorfizmlerinin profillerini tespit etmek ve iki hasta grubu arasinda sitokin gen
polimorfizmlerinin profilleri arasinda fark olup olmadigi belirlemek amaciyla
gergeklestirildi.

Gastrointestinal ~ sikayetlerle KTU Farabi Hastanesi Gastroenteroloji
poliklinigine basvuran noniilser dispepsi ve peptik iilser tanisi alan hastalardan H.
pylori i¢in biyopsi 6rnegi alinarak iireaz, mikroskopik analiz ve kiiltiir yapildi. Ayrica
hastalarin gaitalarinda HpSA antijeninin varligi da arastirildi. Bunlardan herhangi biri
pozitif olan 25 noniilser dispepsi ve 25 peptik iilser olmak iizere toplam 50 hasta
calismaya alindi.

Calismaya dahil edilen hastalardn 6cc kan alindi. Alinan kan Orneklerinden
mononiikleer hiicre izolasyonu daha sonra da DNA izolasyonu yapildi. Sitokin gen
polimorfizm kiti kullanilarak PCR yontemi ile hastalarin sitokin gen polimorfizmleri
tespit edildi ve iki grup arasindaki sitokin gen polimorfizm profilleri karsilagtirildi.

Noniilser dispepsi ve peptic {ilser hastalarimin sitokin gen polimorfizm
profillerinin karsilastirilmasinda TNF-a -308G; -238A’da, IL-6’da -174C; nt565G’da
ve IL10 -1082G; -592C’ de farklar saptanmistir ve elde edilen sonuclar istatistiksel
olarak anlaml1 bulunmustur.

Aragstirilan diger sitokin gen polimorfizm profillerinin karsilastirilmasinda ise

iki hasta grubu arasinda istatistiksel olarak bir fark saptanamamustir.



8. SUMMARY

In this study, we aimed to determine an association between the patients with
nonulcer dyspepsia and peptic ulcer disease, infected with H. pylori by using cytokine
gene polymorphism.

Biopsy samples from patients applied to KTU Farabi Hospital Dept. of
Gastroenterology policlinic and diagnosed as nonulcer dyspepsia or peptic ulcer by
endoscopy fort he presence gastrointestinal complaint and were examined for the
presence of H. pylori by urease, microscopy analysis and culture. In addition, H. pylori
antigens were investigated in stool samples by HpSA in these patients.

50 patients, positive for H. pylori by at least one of above four tests were
chosen to the study. Twenty-five of the patients were nonulcer dyspepsia and the other
half of them were peptic ulcer.

Six ml of blood were taken from the patients. PBMC’s were isolated from these
blood samples. After DNA isolation, profiles of cytokine gene polymorphism of the
patients were determinated by PCR using a commercial kit. Them, cytokine gene
polymorphism profile of two groups compared.

Genotype frequencies of TNF-a -308G; -238 A, IL-6 -174 C; nt565G and
IL10 -1082G; -592 C polymorphisms between two groups have statistical value (P=
0.009, 0.049, 0.032 respectively ).

Other cytokine gene polymorphism profile results didn’t have statistical value.
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