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ÖZET 

MİDE KANSERİNDE POLİMORFİK HELİCOBACTER PYLORİ CagA 
GENOTİPLERİNDE MIR-200a-3p, MIR-223-5p ve MIR-29a-3p 

EKSPRESYON ANALİZİ 

Mide kanseri, dünyada en yaygın beşinci malignite olup kansere bağlı 

ölümlerin önde gelen üçüncü nedenidir. Helicobacter pylori, mide kanser gelişimiyle 

ilişkili cagA virülans faktörü içermektedir. CagA geninin 3’ değişken bölgesindeki 

dizi varyasyonlarının (A, B, C EPIYA motiflerinin sayısı ve R1, R2, R3 bölgelerinin 

organizasyonuyla oluşan A, B, C ve D cagA yapısı) mide kanser riskini etkilediği 

saptanmıştır. Özellikle birden fazla EPIYA-C motifi içeren C-tipi cagA’ya sahip 

suşların, mide kanser riskini artırdığı gösterilmiştir. Helicobacter pylori virülans 

faktör cagA’ nın, let-7 dahil birçok miRNA ifadesini değiştirdiği tespit edilmiştir. Bu 

çalışmada kanserli mide dokularından izole edilen Helicobacter pylori suşlarının 

cagA geninin 3’ değişken bölgesindeki dizi varyasyonlarını saptamak üzere PZR 

analizi yapıldı. Helicobacter pylori enfekte kanserli mide dokularında, miR-200a-3p, 

miR-223-5p ve miR-29a-3p miRNA’larının ifade değişimi kantitatif gerçek zamanlı 

PZR ile analiz edildi. CagA 3’ değişken bölgedeki dizi varyasyonlarına (ABC 

EPIYA motifli A-tipi cagA ve AB-ABC EPIYA motifli A ve C tipi cagA) sahip 

suşlarla enfekte dokularda, miR-29a-3p ve miR-200a-3p ifadesinin azaldığı, miR-

223-5p ifadesinin ise arttığı belirlendi.  

Anahtar Kelimeler: Helicobacter pylori, polimorfik cagA, miRNA, mide kanseri 
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ABSTRACT 

EXPRESSION ANALYSIS of MIR-200a-3p, MIR-223-5p and MIR-29a-3p in 
POLYMORPHIC HELICOBACTER PYLORI CagA GENOTYPES  in 

GASTRIC CANCER  

Gastric cancer is the fifth most common malignancy in the world and is the 

leading third cause of cancer-related deaths.	   Helicobacter pylori contains cagA 

virulence factor, which is associated with gastric cancer development. It has been 

determined that sequence variations in the 3' variable region of the cagA gene 

(number of A, B, C  EPIYA motifs and A,B,C and D cagA structure formed by the 

organization of R1, R2, R3 regions)  affects gastric cancer risk. In particular, it has 

been shown that strains with C-type cagA containing more than one EPIYA-C motif 

increases gastric cancer risk. It has been detected that Helicobacter pylori virulence 

factor cagA, alters many miRNA expressions, including let-7. In this study, PCR 

analysis was performed to detect sequence variations in the 3 'variable region of the 

cagA gene of Helicobacter pylori strains isolated from cancerous stomach tissues. 

Expression changes of miR-200a-3p, miR-223-5p and miR-29a-3p miRNAs in 

cancerous stomach tissues infected with Helicobacter pylori were analyzed by 

quantitative real-time PCR. There was observed that a decrease in miR-200a-3p, 

miR-29a-3p expressions and a increase in miR-223-5p expression in infected tissues 

with strains with sequence variations in the 3 'variable region (ABC EPIYA motif A 

type cagA and AB-ABC EPIYA motifs A anD C type cagA). 

Keywords: Helicobacter pylori, polymorphic cagA, miRNA, gastric cancer 
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1. GİRİŞ 

 1.1. Mide Kanseri 

Mide, anatomik sınır ve histolojik farklılıklara göre kardia, fundus, gövde, 

pilor ve antrum şeklinde anatomik alt bölümlerden oluşmaktadır (Şekil 1.1) (Karimi 

ve diğ., 2014). 

 
                 Şekil 1.1. Mide anatomik alt bölümleri (Peek ve Blaser, 2002) 

Mide kanserlerinin yaklaşık %90’ı, midenin mukozasından veya midenin 

yüzeysel bezlerinden gelişen adenokarsinomalardır. Mukoza çevresindeki kaslardan 

gelişen leiomyosarkoma ve midenin lenfoid dokularından gelişen mukoza-ilişkili 

lenfoid doku (MALT) lenfomalar, mide kanserlerinin geri kalan yüzdesini  

oluşturmaktadır (Karimi ve diğ, 2014).  

Lauren kriterlerine göre mide karsinomunun  diffüz ve intestinal olmak üzere 

iki histolojik tipi mevcuttur. Diffüz ve intestinal tip adenokarsinomalar yapısal 

farklılıklar içermekte ve farklı etiyolojik faktörlere bağlı gelişmektedir (Lauren, 

1965).
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İntestinal tip tümör hücreler adezyon özelliğine sahipken; diffüz tip tümör 

hücreler bu özellikten yoksun olup tek hücreler veya küçük alt gruplar şeklinde 

bulunmaktadır. Diffüz tip karsinoma hücrelerine kıyasla intestinal tip karsinoma 

hücreler daha büyük ve morfolojik olarak fazla değişkenlik göstermektedir. Intestinal 

tip karsinomlarda çekirdek büyük, değişken şekilli, hiperkromatik olup çoğunlukla  

mitotik figürler sergilemektedir. Diffüz tip karsinomlarda ise çekirdek daha küçük, 

daha düzenli, hafif hiperkromatik olup mitotik figürlerin oluşturulması imkansızdır. 

Intestinal tip karsinoma hücrelerine kıyasla diffüz tip karsinoma hücreler daha fazla 

mukus salgılamaktadır. Intestinal tip karsinomada kronik gastrit ve intestinal 

metaplazi mevcutken; diffüz tip karsinomada çoğunlukla bulunmamakadır (Lauren, 

1965). İntestinal-tip mide karsinoma, en çok yaşlı erkeklerde görülmekte, yavaş 

progresyon ve daha iyi prognoz sergilemektedir. Diffüz tip mide karsinoması ise 

daha yaygın bir şekilde genç bireylerde görülmekte, hızlı progresyon ve kötü 

prognoz göstermektedir (Qiu ve diğ, 2013 ).  

1.1.1. Mide Kanserinin Epidemiyolojisi  

Mide kanseri, en yaygın 5. malignite olup (akciğer, meme, kolorektal ve 

prostat kanserinden sonra) kansere bağlı ölümlerin önde gelen 3. nedenidir (Ferlay ve 

diğ., 2015). 

Mide kanser insidansı, gelişmekte olan ülkelerde ve kadınlara kıyasla 

erkeklerde (2 kat) daha yüksektir (Ferlay ve diğ., 2015). En yüksek mide kanser 

insidansı, Doğu Asya, Doğu Avrupa ve Güney Amerika; en düşük mide kanser 

insidansı, Kuzey Amerika ve Afrika’ nın birçok bölgesinde gözlenmektedir (Karimi 

ve diğ., 2014). Mısır, İsrail, ABD ve diğer Akdeniz ülkelerine kıyasla Türkiye’ nin 

mide kanser insidansı daha yüksektir. Türkiye’ nin batı ve güney bölgelerinin, düşük 

mide kanser insindasına; doğu bölgesinin ise yüksek mide kanser insidansına sahip 

olduğu bildirilmiştir (Eser ve diğ., 2010).  

Dünyanın birçok bölgesinde mide kanser insidans oranındaki düşüşe rağmen 

kardia mide kanser oranının, Batı ülkelerinde arttığı bildirilmiştir (Powell ve 

McConkey, 1990). 
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1.1.2. Mide Kanserinin Etiyolojisi 

Mide kanseri, hem genetik hem de çevresel faktörlere bağlı gelişen 

multifaktöriyel bir hastalıktır (Karimi ve diğ., 2014). Ülkeler ve nesiller arasındaki 

mide kanser oranındaki farklılıklar, mide kanser gelişiminde çevresel faktörlerin 

daha fazla rol oynayabileceğini ortaya koymaktadır (Zheng ve diğ.,  2004). 

Mide kanser patogenezinde, genetik olarak DNA metilasyonu, histon 

modifikasyonları vs., gibi mekanizmalar yer almaktadır (Cong H ve diğ.,2016, Yun J 

ve dig., 2012). Helicobacter pylori (H. pylori) enfeksiyonu, sigara tüketimi, 

tuzlu/füme gıda alımı, az meyve/sebze tüketimi, düşük sosyo-ekonomik durum, yaş 

vs., mide kanseri için çevresel risk faktörlerini oluşturmaktadır (Karimi ve diğ., 

2014).  

Midenin kardia ve non-kardia bölgelerinde gelişen kanserler için ortak ve 

farklı risk faktörleri mevcuttur. Ortak risk faktörlerini ileri yaş, erkek cinsiyeti, tütün, 

radyasyon ve aile hikayesi oluşturmaktadır. Kardia ile ilişkili faktörler obezite, 

gastroözofageal reflü hastalığı; non-kardia ile ilişkilendirilenler ise H. pylori 

enfeksiyonu, düşük sosyo-ekonomik durum, az meyve/sebze tüketimi ve yüksek tuz/ 

füme gıda alımı sayılabilmektedir (Karimi ve diğ., 2014).  

Batı ülkelerindeki kardia kanser oranındaki artış, Doğu Asya ülkelerinde 

saptanmamıştır. Çin’de yapılan bir çalışma, H. pylori’yle tetiklenen kronik 

inflamasyonun, kardia kanser gelişimine katkıda bulunabileceğini göstermiştir 

(Wang ve diğ., 2014). 
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1.2. Helicobacter pylori  

1.2.1. Helicobacter pylori Tarihçesi 

Birçok araştırmacı, insan ve hayvanların mide mukozasındaki spiral 

organizmaların varlığını bildirseler de, bu organizmaların kültür edilmesindeki 

başarısızlıktan dolayı klinik önemi göz ardı edilmiştir. (Konturek, 2003, Kidd ve 

Modlin,1998). Ancak Royal Perth Hastanesinde patolog olan Robin Warren, 135 

mide biyopsi örneğinde tespit ettiği küçük kavisli ve S- şeklindeki basillerin, aktif 

kronik gastritte hemen hemen mevcut olduğunu ortaya koymuştur. Bu bakterinin 

mikroskopta görüntülenebilecek kadar yeterli sayıda olduğunu ve Campylobacter 

jejuni'ye benzediğini bildirmiştir (Warren ve Marshall, 1983). Bu organizmayı 

tanımlayabilmek için Warren ve Marshall, Campylobacter’inin aynı kültür 

tekniklerini kullanarak mide biyopsilerini kültürlemeye çalıştılar. İlk 34 kültürün 

negatif olduğunu tespit ettiler. Ancak Paskalya tatilinde 6 gün boyunca yanlışlıkla 

mikroaerobik kültür kabininde unutulan 35. kültürün, pozitif olduğunu saptadılar. 

Biyopsi örneklerinden kültürlenen bu bakterilerin gram-negatif, flagellalı ve 

mikroaerofilik olup Campylobacter cinsiyle ilişkili yeni bir tür olabileceğini 

bildirdiler. Ayrıca bu bakteriyi, aktif kronik gastrit, duodenal ülser, gastrit ülserli 

hastalarda tespit ederek bu hastalıkların gelişmesinde önemli bir faktör olabileceğini 

ileri sürdüler (Marshall ve Warren, 1984). Bunu kanıtlamak için Marshall kendini 

kobay olarak kabul ederek gerçekleştirdiği  bir çalışmayla belli bir süre sonunda akut 

gastrit geliştirdi ve ardından  kendini tedavi edebildi  (Marshall ve diğ., 1985).  

1984’de Warren ve Marshall, Campylobacter cinsinin bazı özelliklerine sahip 

bu bakteriyi Campylobacter pyloridis olarak adlandırsa da 1987’de tür ismi ‘pylori’ 

olarak değiştirildi (Goodwin ve diğ, 1989, Marshall ve Goodwin, 1987).  
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Campylobacter pylori’ nin (C.pylori), antibiyotik duyarlılıkları, hücresel yağ 

asitleri ve 5S/16S ribozomal ribonükleik asit (rRNA) dizisi bakımından diğer 

Campylobacterlerden farklı olduğu bildirilmiştir (Goodwin ve diğ., 1985, Goodwin 

ve diğ., 1986, Goodwin ve diğ., 1986a, Lau ve diğ., 1987). Ayrıca rRNA dizisine 

bağlı olarak C. pylori’ nin, Wolinella cinsine ait olabileceği ileri sürülse de C. pylori’ 

nin, morfolojisi, hücresel yağ asitleri, büyüme karakteristikleri ve enzim kabiliyetleri 

bakımından Wolinella cinsinden büyük farklılıklar içerdiği gösterilmiştir. Böylece C. 

pylori’ nin cins ismi Helicobacter olarak değiştirilerek Helicobacter pylori olarak 

adlandırılmıştır (Goodwin ve diğ., 1989).   

2005’de Warren ve Marshall, H. pyolori’ yi keşfettikleri ve gastrit ve peptik 

ülsere yol açtıklarını gösterdiklerinden Nobel Tıp Ödülü almışlardır (Kusters ve diğ., 

2006). 

1.2.2. Helicobacter pylori’ nin Morfolojisi 

H. pylori, mide biyopsi örneklerinde 3-3.5µm uzunluğunda ve 0.5-1µm 

genişliğinde, mikroaerofilik, gram negatif bir bakteridir. Bakteri, hareketi için gerekli 

bir uçtan uzanan (unipolar) 4-6 kılıflı flagellaya ve pürüzsüz bir yüzeye sahiptir 

(Şekil 1.2)  (Goodwin CS. ve diğ., 1985, Marshall  ve Warren, 1984, Jones and Fox, 

1985). H. pylori’ nin çoğunlukla spiral ve kokoid (kültürü yapılamayan) olmak üzere 

farklı şekilleri mevcuttur. Ancak in vitro kültür ortamlarda, H. pylori çoğunlukla 

çubuk şeklinde olsa da yaşlanma veya olumsuz koşullara bağlı olarak kokoid forma 

dönüşmektedir (Şekil 1.3). Araştırmacıların bir kısmı Ribo Nükleik asit (RNA) 

kaybıyla oluşan kokoid formun, bakteriyel hücre ölümüne bağlı geliştiğini 

savunmaktadır (Kusters ve diğ., 1997). Ancak bazı araştırmacılar kokoid forma 

dönüşümün, bakterinin olumsuz çevre koşullarından korunmasını sağlayabilecek 

aktif bir süreç olabileceğini ileri sürmektedir (Azevedo ve diğ., 2007).  
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                Şekil 1.2. Mide mukozasından kültürlenen H. pylori spiral bakterilerin negatif  
                boyanmış preparasyonu (Jones and Fox,1985) 

 

 

 

         Şekil 1.3. A. Spiral hücreler; B-F. Kokoid hücreler (Azevedo ve diğ.,2007, Kusters ve diğ.,1997)  

1.2.3. Helicobacter pylori’ nin Epidemiyolojisi 

H. pylori, dünya nüfusunun yaklaşık yarısını enfekte etmekte ve tedavi 

edilmediği takdirde konakçının yaşamı boyunca midedeki kalıcılığını sürdürmektedir 

(Tsutsumi ve diğ., 2003).  

H. pylori prevelansı, gelişmiş ülkelere kıyasla gelişmekte olan ülkelerde daha 

yüksektir (Bor ve diğ., 2007, Ozaydın ve diğ., 2013). H. pylori prevalansının düşük 

olduğu bölgelerde, mide kanseri göreceli olarak düşük insidansa sahiptir. Ancak 

Kolombiya’daki mide kanser insidansı düşük ve yüksek iki bölgede, H. pylori 

prevalansının benzer olduğu bildirilmiştir. Bu nedenle dünya çapında değişkenlik 

gösteren mide kanser insidansı, sadece H. pylori prevalansındaki değişikliklerle 

ilişkilendirilememektedir (Loh ve diğ.,  2010).   
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H. pylori enfeksiyonu ve yaş arasında ters bir ilişki bildirilmiştir. Türkiye’de 

18 yaş üzeri yetişkinlerde H. pylori prevelansı %82.5 olarak bulunmuştur (Ozaydın 

ve diğ., 2013) H. pylori prevalansının erken yaşlarda yaşla birlikte arttığı, ancak 

belirli bir yaştan sonra (50-60 yaş) azaldığı saptanmıştır. Ankara’da H. pylori 

prevalansı, 40-49 yaş grubunda en yüksek iken; 50 yaş üzerinde azalmaya başladığı 

bulunmuştur (Us ve Hasçelik, 1998). Ancak bazı çalışmalar H. pylori prevalansının 

yaşla birlikte arttığını ileri sürmektedir (Megraund ve diğ., 1989).   

Türkiye dahil birçok ülkede, H. pylori enfeksiyonu için kadınlara kıyasla 

erkeklerin daha yüksek bir risk taşıdığı bildirilmiştir. Cinsiyet farkının sebebi belirsiz 

olsa da bu durum kadınlara kıyasla erkeklerin, hijyene daha az önem vermesi, alkol 

ve sigaraya daha fazla yönelmelerinden kaynaklanabilmektedir (Ozaydın ve diğ, 

2013).   

H. pylori enfeksiyonu için yerleşim bölgelerinin bir risk faktörü oluşturduğu 

bilinmektedir. Türkiye’ nin doğusunun, güneye kıyasla H. pylori enfeksiyonu 

açısından daha yüksek bir risk altında olduğu bildirilmiştir. Bunun olası nedeni 

doğunun narenciye bakımından fakir bir bölge olmasıdır. Özellikle narenciyelerin 

yüksek miktarda içerdiği C vitamini, enfeksiyonların önlenmesinde etkilidir  

(Ozaydın ve diğ, 2013).   

1.2.4. Helicobacter pylori’ nin Mide Kanseriyle İlişkisi 

H. pylori, sadece mide epitelini kolonize edebildiğinden insanlarda mide 

mukozasını ve mide metaplazinin geliştiği bölgeleri (duodenum) enfekte etmektedir  

(Wyatt ve diğ., 1990). H. pylori’ nin mide mukozasını enfekte etmesinde üreaz ve 

flagella önemli rol oynamaktadır (Eaton ve diğ., 1991, Eaton ve diğ., 1992, Eaton ve 

diğ.,1996). H. pylori asidik ortamlarda yaşayamaz ve asidik gastrik lümeninden, 

alkalin mide mukusuna geçişte koruyucu bir üreaz enzimi üretmektedir (Eaton ve 

diğ, 1994). Bu üreaz enzimi, üreyi, amonyak (NH3) ve karbon dioksite (CO2) hidroliz 

eder. Oluşan NH3 (asit nötrleştirici), H. pylori’ nin mide asiditesinden korunmasını 

sağlar (Marshall ve diğ., 1990).   
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H. pylori, mide kanseri gelişiminde etkili olabilecek bir risk faktörüdür 

(Parsonnet ve diğ., 1991). H. pylori, çoğunlukla erken çocukluk döneminde 

kazanılmakta ve toplumun küçük bir yüzdesinde peptit ülser, mide karsinoması  gibi 

hastalıklara neden olmaktadır (Malaty ve diğ., 2002, Yamaoka ve diğ., 1998). Çoğu 

çalışma H. pylori enfeksiyonunun, hem intestinal hem de diffüz mide 

adenokarsinoma riskini önemli ölçüde artırdığını bildirmiştir (Hansson ve diğ., 

1993).  

H. pylori enfeksiyonu, kronik gastritin esas nedeni olup mide kanser riskinin 

artışıyla ilişkili atrofi ve metaplaziye yol açmaktadır. H. pylori enfeksiyonu ve 

gastrit, mide kanserinin her iki alt tipinin (intestinal ve diffüz tip adenokarsinoma) 

gelişimine katılmaktadır. Ancak her iki alt tipin gelişimi, H. pylori ilişkili gastritin, 

inflamasyondan atrofiye doğru seyrine göre belirlenmektedir. İntestinal tip mide 

karsinomu, atrofiye bağlı; diffüz  tip mide karsinomu ise non-atrofi, non-metaplaziye 

bağlı gelişmektedir (Sipponen ve diğ., 1992). İntestinal tip mide kanser gelişimi, H. 

pylori enfeksiyon varlığında normal mukozanın, sırasıyla kronik yüzeysel gastrit, 

atrofik gastrit, intestinal metaplazi, displazi ve sonunda adenokarsinoma şeklinde 

meydana gelmektedir (Şekil 1.4.) (Peek ve Blaser, 2002). 

 
   Şekil 1.4. Intestinal tip mide adenokarsinoma gelişimi (Peek and Blaser,2002) 

H. pylori’ nin, atrofik gastritli bireylerin mide biyopsi örneklerinde nadir 

bulunduğu ve zamanla azalarak tespiti zor hale geldiği gösterilmiştir. Ayrıca 

intestinal metaplazi gelişiminin H. pylori’ nin yok olmasına neden olacak koşulları 

sağlayabileceği bildirilmiştir (Karnes ve diğ., 1991). 
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 1.2.5. Helicobacter pylori’ nin Genomu 

H. pylori 26695 ve J99 suşlarının tam genom dizi analizi yapılmıştır. H. 

pylori 26695 ve J99 suşlarının genomu sırasıyla, 1,667,867bç ve 1,643,831bç 

büyüklüğünde olup daireseldir (Şekil 1.5.). Bu suşların genomlarında ortalama %39 

oranında guanin+sitozin (G+C) bulunmaktadır. Her iki suş genomu, 16S ve 23S-5S 

ribozomal RNA (rRNA) genlerinin iki kopyasını içermektedir. Bu rRNA genlerinin 

birbirine yakın olmaması bu lokusların  kompleks bir şekilde regüle edilebileceğini 

göstermektedir (Alm ve diğ., 1999,  Tomb ve diğ., 1997). 

 
Şekil 1.5. H. pylori 26695 kromozomunun dairesel temsili (Tomb ve diğ.,1997) 

J99 ve 26695 suşları, H. pylori ilişkili hastalıkların şiddetiyle bağlantılı 

sitotoksin ilişkili gen patojenite adasını (cag PAI) içermektedir. Ancak diğer suşlara 

kıyasla  bu suşların, cagPAI’daki sitotoksin ilişkili gen 7’de (cag7) delesyon içerdiği 

bildirilmiştir (Alm ve diğ., 1999).  

H. pylori genetik olarak heterojendir. Farklı bireylerden elde edilen H. pylori 

izolatları genomik açıdan farklılıklar göstermektedir. Ayrıca aynı ailenin üyeleri 

arasında benzer H. pylori suşlarının, bireyler arasında önemli farklılıklar gösterdiği 

de bildirilmiştir. Bu genetik heterojenlik, H. pylori’ nin konakçının değişen mide 

koşullarına adaptasyonunu ve başarılı bir şekilde kolonizasyonunu sağlamaktadır 

(Kuipres ve diğ., 2009). 
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1.2.6. Helicobacter pylori Çeşitliliğinin Mide Kanser Riskine Etkisi 

H. pylori suş çeşitliliği, konakçı genetiğiyle belirlenen inflamatuar yanıtlar, 

konak ve mikrobiyal belirteçler arasındaki etkileşimlerin mide kanser gelişiminde 

etkili olduğuna inanılmaktadır (Peek ve Blaser, 2002). 

  Horizontal gen transferi ve rekombinasyon, H. pylori suşlarının genetik 

çeşitliliğine katkıda bulunmaktadır. Horizontal gen transferi, transformasyon, 

transdüksiyon, konjugasyon gibi mekanizmalarla meydana gelmektedir. Ancak tek 

bir konağın iki veya daha fazla farklı suş taşıması ve H. pylori’ nin kompetant 

özelliği transformasyonun, horizontal gen transferi için daha etkili bir mekanizma 

olduğunu düşündürmektedir (Go ve diğ., 1996. Taylor ve diğ., 1995). 

Rekombinasyon dışında nokta mutasyonları, inversiyon,  insertion veya delesyonlar 

gibi kromozomal yeniden düzenlemelerin de, H. pylori suşlarındaki genetik 

çeşitliliğe katkıda bulunduğu bildirilmiştir (Peek ve Blaser, 2002). 

Bu genetik çeşitliliğe rağmen mide kanser risk derecesini gösterebilecek, cag 

PAI, vakuolizasyon sitotoksin A (VacA) ve kan grubu antijen bağlayıcı adhezin 

(BabA2)  genlerini içeren birkaç genetik lokasyon mevcuttur (Peek ve Blaser, 2002). 

H. pylori suşları,  tip I ve tip II suşları şeklinde iki gruba ayrılmaktadır. Tip I 

suşları, vacA ve  sitotoksin ilişkili gen A (cagA) genine sahipken; tip  II suşları 

sadece vacA genine (null gen veya non-toksik, immuno-reaktif) sahiptir. Birçok 

çalışmaya göre, duodenal ülserli, mide tümörlü birçok hastanın, yaklaşık 40kb 

uzunluğunda cag PAI sahip tip I suşlarla enfekte olduğu bildirmiştir (Censini ve diğ, 

1996, Xiang ve diğ., 1995) 

1.2.7. Cag PAI 

H. pylori suşları arasında en önemli varyasyonlardan biri, 27-31 gen içeren 

cag PAI’sinin varlığıdır (Peek ve Blaser, 2002). 40 kb uzunluğundaki bu cag PAI,  

horizontal iletim yoluyla edinilip glutamat rasemaz geninin 3’ucuna eklenmiştir. Cag 

PAI, glutamat rasemaz geninin 3’ucundaki duplikasyonlarla oluşan 31bç’lik direkt 

bir tekrarlarla çevrelenmiştir. H. pylori suşlarında cag PAI, tek bir kesintisiz yapı 

şeklinde bulunabileceği gibi, insertion dizisi 605’in (IS605) bir kopyası veya iki 

IS605 dizisinin çevrelediği büyük bir kromozomal DNA parçasıyla cag I ve cag II 

şeklinde iki bölüme ayrılabilmektedir (Şekil 1.6.). Sadece tip I suşlarında bulunan 

IS605, tnpA (transpozaz A) ve tnpB  (trnapozaz B) transpozazlarını kodlar. Bu 
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yapının, cag PAI’ında iki veya daha fazla tekrarı bulunabilmektedir. IS (insertion 

dizisi) elementleri ve 31bç’lik direkt tekrarlar, H. pylori cag PAI’ nin yeniden 

düzenlenmesine, kısmi veya tamamen delesyonlarına neden olabilmektedir (Censini 

ve diğ., 1996). Ancak cag PAI genlerinin delesyonlarını taşıyan bazı suşların, IS 

elementlerini içermedikleri tespit edilmiştir. Bu suşlardaki delesyonalarda, IS 

elementleri dışında başka mekanizmaların etkili olabileceği ileri sürülmüştür (Jenks 

ve diğ., 1998).  

 
     Şekil 1.6. Cag PAI yapısı (Censini ve diğ.,  1996) 

Cag PAI, cagA ve epitel hücrelere nüfuz eden şırınga benzeri bir yapı 

oluşturup cagA’ nın translokasyonunu sağlayan tip IV salgılama sistemi (T4SS) 

proteinlerini kodlayan genleri içermektedir (Argent ve diğ., 2005, Censini  ve diğ., 

1996). 

1.2.8. CagA  

Cag PAI’sındaki, cagI bölgesinin bir terminal geni olan cagA, 120-

145kiloDalton’luk (kDa) immunodominant bir protein olan cagA antijenini kodlar. 

CagA negatif suşlardan ziyade cagA pozitif suşlar, gastrit inflamasyon, atrofik 

gastrit, peptit ülser hastalığı ve mide kanser gelişiminde önemli rol oynamaktadır 

(Tsutsumi ve diğ.,2003, Nguyen ve diğ., 2015).  

T4SS ile mide epitel hücrelere aktarılan cagA, plazma membranının iç 

yüzeyine lokalize olup c-Src, Lyn, Fyn ve Yes gibi tirozin fosforile edici Src kinaz 

ailesinin birçok üyesi tarafından tirozinlerden fosforilasyona uğrar (Şekil 1.7.). 

CagA’ nın tirozin fosforilasyonu, proteinin karboksil terminal değişken bölgesindeki 

(3’ değişken bölge) Glutamik asit-Prolin-Izolosin-Tirozin-Alanin (EPIYA) 

motiflerinde meydana gelmektedir (Higashi ve diğ., 2005, Tsutsumi ve diğ,2003).  
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Şekil 1.7. CagA pozitif H. pylori’ nin mide etpitel hücrelerle etkileşimi ve cagA’ nın hücrelere 
aktarımı (Hatakeyama,2004) 

Fosforilasyona bağımlı veya bağımsız bir şekilde cagA proteini, hücresel 

moleküllerle etkileşerek hücredeki birçok değişiklilere (epitel-mezenkimal geçiş 

hücre çoğalmasındaki artış vs )  yol açmaktadır (Cover, 2016).  

Fosforillenmiş cagA, Src homoloji 2 (SH2) içeren protein-tirozin fosfotazla 

(SHP2) etkileşerek aktivasyonunu sağlar. Bu etkileşim için SHP2’ nin SH2 

domainleri (N-SH2, C-SH2) ve cagA’ nın tirozinlerden fosforilasyonu gereklidir. 

CagA-SHP-2 etkileşimiyle oluşan bu kompleks, Ras bağımsız-ekstraselüler sinyal-

düzenleyici kinaz (ERK), mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) aktivasyonunu 

sağlayarak sinek kuşu fenotip (hücre şeklinin uzaması ve hareketi) oluşumuna 

öncülük eder (Şekil 1.8) (Higashi ve diğ., 2004, Nagase ve diğ., 2015). 

Fosforillenmiş cagA, SHP-2’yi sitoplazmadan membrana toplayarak 

membrana yakın aktivasyonunu sağladığı için, memeli iskele adaptör proteinlerine 

benzetilmektedir. CagA’ nın patojenik aktivitesi için cagA’ nın membrana 

bağlanması gereklidir. CagA’ nın membrana bağlanması, EPIYA motifleriyle 

sağlanmaktadır. Tek bir EPIYA motifi, cagA’ nın membrana lokalizasyonu için 

yeterli olsa da  SHP-2 gibi proteinlerin membrana lokalizasyonunu yönlendirmede 

yeterli değildir (Higashi ve diğ., 2004, Higashi ve diğ., 2005).   

 

 

 

 



 
	  

13 

CagA bağımlı SHP-2 ifadesinin düzensizliği, Ras’in aktivasyonuyla apoptozu 

tetikleyebilmektedir (Şekil 1.8). Birçok çalışma, kronik gastritli hastalarda H. pylori 

enfeksiyonunun, genetik instabilite ve p53’ü inaktive edici nokta mutasyonlara neden 

olduğu bildirilmiştir. Bu nedenle cagA-SHP-2 kompleksinin konak hücredeki etkisi 

p53 durumuna göre değişmektedir  (Tsutsumi ve diğ., 2003).   

 
  Şekil 1.8. CagA-SHP2 kompleksinin MAPK yolağını indüklemesi (Hatakeyama,2004) 

CagA’ nın tirozin fosforilasyon formu, SHP2’ye ek olarak düşük affiniteyle 

C-terminal SRC kinazla (CSK) etkileşmektedir. CagA-CSK kompleks oluşumuyla 

uyarılan CSK, Src kinaz ailesini inaktive etmektedir. Src kinaz inaktivasyonuyla 

cagA fosforilasyon seviyesi azalmakta ve CagA-SHP-2 kompleksi inhibe edilerek 

sinek kuşu fenotip oluşumu engellenmektedir (Şekil 1.9) (Tsutsumi ve diğ., 2003).   

 
   Şekil 1.9. CagA-SHP-2 sinyalinin Csk tarafından düzenlenmesi (Tsutsumi ve diğ., 2003).   
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CagA’ nın C-terminal bölgesinde, EPIYA motiflerinden farklı olan ve CRPIA 

(fosforilasyondan-bağımsız aktiviteden sorumlu korunmuş tekrarlar) olarak 

adlandırılan bir motifin, H. pylori patogenezinde önemli rol oynadığı bulunmuştur. 

Fosforilasyondan bağımsız bir şekilde cagA’ nın (CRPIA motifi ile), aktive edilmiş 

hepatosit büyüme faktör reseptörüyle (MET) etkileşerek, fosfatidilinositol 3-kinaz 

(PI3K)/ Akt sinyalizasyonunun sürekli aktivasyonunu sağladığı bildirilmiştir. 

Adaptör protein Gab1, aktive edilmiş MET’e doğrudan bağlanarak Met aşağı akış 

sinyal yolağının modülasyonuna katılmaktadır. CagA' nın, Met  sinyal yolağında, 

Gab1'in fonksiyonel rolünü taklit ettiği düşünülmektedir. PI3K’ya bağımlı bir şekilde 

GSK3ß ve IKß kinaz fosforilasyonlarının arttığı tespit edilmiştir. Böylece PI3K/Akt 

yolağının aktivasyonu, sırasıyla çoğalmayı ve inflamasyonu tetikleyen ß-katenin ve 

nükleer faktör kappa B (NF-KB) aktivasyonuna aracılık etmektedir (Suzuki ve diğ., 

2009). 

CagA, transforme edici büyüme faktörü beta (TGF-ß) sinyalizasyonunda, 

hemen hemen tüm Smad’larla etkileşimde bulunsa da Smad3’e daha güçlü bir 

şekilde bağlanmaktadır. Böylece cagA, Smad3 ve Smad4 kompleks oluşumunu 

baskılayarak, TGF-ß’ nin anti-inflamatuar ve kanser baskılayıcı etkisini ortadan 

kaldırmaktadır (Şekil 1.10) (Nguyen vd., 2015).   

 
    Şekil 1.10. CagA’ nın TGF-B yolağındaki etkisi (Nguyem ve diğ., 2015)  
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1.2.9. CagA Dizisi ve Ekspresyonundaki Varyasyonlar 

CagA geninin primer yapısı, oldukça korunmuş 5’ bölgeyi ve değişken sayıda 

tekrar dizilerin varlığı nedeniyle proteinde boyut farklılıkları oluşturan 3’ değişken 

bölgeyi içermektedir. Mide karsinoma insidansı yüksek olan Japonya’da, cagA’ nın 

3’ değişken bölgeleri incelendiğinde R1 (EPIYA), R2 ve R3 gibi farklı tekrar 

bölgelerinin sayısındaki varyasyonlara bağlı oluşan dört farklı cagA primer dizi 

yapısı (A-D) belirlenmiştir (Şekil 1.11). C tipi cagA yapısının, mide kanserli 

hastalarda daha yaygın olduğu tespit edilmiştir. Mide kanserli hastalardan izole 

edilen B ve C tip suşların, şiddetli atrofik gastrite neden olduğu gösterilmiştir.  C-tipi 

suşlarla enfekte hastalarda yüksek cagA antikor seviyesi, daha güçlü ve kalıcı bir 

bağışıklık tepkisini göstermektedir. Bu yüksek seviyede bağışıklık tepkisi, şiddetli 

atrofi gelişimine neden olabilmektedir. Tüm bu sonuçlar, cagA gen yapısındaki 

varyasyonların, cagA pozitif H. pylori suşları arasındaki virülans farklılıkların 

belirlenmesinde bir belirteç görevi görebileceğini ortaya koymaktadır (Yamaoka ve 

diğ., 1998).  

 
Şekil 1.11. CagA 3’ bölgedeki farklı tekrar bölgelerinin sayısındaki varyasyonlara bağlı oluşan dört           
farklı primer gen yapısı; Tip A gen (642-651bç),  B ve D tip cagA gen (756bç),  C tip cagA gen 
(810-813bç); R1-EPIYA (15bç), R2 (42bç), R3 (147bç) (Yamaoka ve diğ., 1998) 

CagA geni, karboksil-terminal değişken bölgede, EPIYA motif içeren dizi 

tekrarlarına sahiptir. Bu dizilerin farklı sayıdaki tekrarı, cagA protein boyutundaki 

farklılıklara neden olmaktadır. Ayrıca EPIYA motifleri arasındaki insersiyon veya 

delesyonlar, motif sayısını etkilemeden proteinde boyut farklılıkları 

oluşturabilmektedir (Argent ve diğ., 2005).  CagA EPIYA motiflerinin çevresindeki 

amino asit dizilerine bağlı olarak EPIYA-A, -B, -C veya -D olmak üzere üç farklı 

EPIYA dizisi mevcuttur. Bunlar; ilk pozisyon (P1; EPIYA-A) EPIYA(Q/K) 

VNKKK(T/A)GQ, ikinci pozisyon (P2;EPIYA-B) EPIY(A/T)QVAKKV, üçüncü 

pozisyon (P3;EPIYA-C) EPIYATIDDLGGPFPL veya (EPIYA-D), 

EPIYATIDFDEANQAG’dir (Şekil 1.12) (Argent ve diğ, 2005, Hatakeyama, 2004). 
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Üçüncü pozisyondaki EPIYA motif tipine bağlı olarak cagA, Batı cagA 

(EPIYA-C) ve Doğu Asya cagA (EPIYA-D) şeklinde sınıflandırılmaktadır. Japon, 

Kore ve Çin gibi ülkelerdeki bireyler, Doğu Asya cagA suşlarla; Doğu Asya harici 

ülkelerdeki bireyler, Batı cagA suşlarla enfektedir. Batı cagA proteini,  EPIYA-C 

motifinin birden fazla tekrarını içerebilirken; Doğu Asya cagA proteini,  EPIYA-D 

tekrarını çoğunlukla içermemektedir. Batı cagA’ nın SHP-2’ye bağlanma 

aktivitesinin, EPIYA-C motif tekrarındaki artışla pozitif korelasyon gösterdiği tespit 

edilmiştir. Ayrıca EPIYA-C motif tekrarındaki  artışın, mide kanser riskini artırdığı 

bildirilmiştir (Nagase ve diğ., 2015). 

 
    Şekil 1.12. CagA karboksil terminal bölgedeki EPIYA motif tipi ve miktarı (Hatakeyama, 2004) 

H. pylori suşları arasında, cagA ifade seviyesinde önemli farklılıklar 

bulunmaktadır. Kolombiya’daki bir çalışma, H. pylori suşları arasındaki cagA 

ifadesinde önemli farklılıkların olduğunu ortaya koymuştur. CagA’ nın 

transkripsiyonel başlangıç yeri ile ATG başlatma bölgesi arasında lokalize 

AATAAGATA motifinin, yüksek seviyede cagA ifade eden suşlarda daha sık 

bulunduğu tespit edilmiş ve mide kanser gelişim riskiyle ilişkilendirilmiştir. Ancak 

bu motifin, düşük seviyede cagA ifade eden suşlardaki varlığının belirlenmesiyle 

yüksek seviyede cagA ifadesi için bu motifin aşağı akışındaki dizilerin gerekliliği de 

ortaya konulmuştur (Loh ve diğ, 2011).  
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Konak hücreye yüksek miktarda cagA translokasyona sahip suşların, daha 

yüksek hidrojenaz aktivitesine sahip olduğu tespit edilmiştir. T4SS ile cagA’ nın 

konak hücrelere translokasyonu için enerji gereklidir. Bu enerjinin de hidrojenazın, 

hidrojen (H2) oksidasyonunu katalizlemesiyle sağlanabileceği bildirilmiştir. Ayrıca 

yüksek hidrojenaz aktivitesinin, yüksek seviyede inflamasyona ve mide kanser 

gelişimine neden olduğu gösterilmiştir. Tüm bu sonuçlar, hidrojenaza bağlı hidrojen 

oksidasyonunun, H. pylori indüklü mide kanser gelişimindeki rolünü ortaya 

koymaktadır (Wang ve diğ, 2016).  

1.3. MikroRNA’lar 

MikroRNA’lar (miRNA), küçük kodlamayan tek zincirli RNA’lar olup bitki 

ve hayvanların genomlarından kodlanmaktadır (Catalanotto vd., 2016). MiRNA’lar, 

yaklaşık 20-25 nükleotit uzunluğunda olup hedef gen mRNA’larının 3’ translasyona 

uğramayan bölgelerine (UTR) bağlanarak transkripsiyon sonrası gen ifadesinin 

baskılanmasından sorumludur (Erson ve Petty, 2008, Zhang ve diğ., 2007).  

MiRNA genlerinin büyük bir çoğunluğu kanserle ilişkili genomik bölgelerde 

veya kırılgan bölgelerde lokalizedir (Zhang ve diğ., 2007). İnsan genomundaki 

protein kodlayan genlerin yaklaşık 60%’ını hedefleyebilen miRNA’lar, farklılaşma, 

hücre çoğalması, apoptoz gibi birçok sürece katılmakta ve ifadesindeki değişiklikler 

çeşitli kanser türlerinin gelişmesine neden olabilmektedir (Taguchi, 2016:1712). 

1.3.1. MikroRNA Biyogenezi  

MiRNA’lar, polimeraz II/III tarafından primer-miRNA’a (pri-miRNA) olarak 

zamana ve dokuya spesifik bir şekilde transkript edilmektedir. 5’şapka ve 

3’poliadenilasyona sahip pri-miRNA, yüzlerce veya binlerce nükleotit 

uzunluğundadır. RNA III endonükleaz Drosha ve çift zincirli RNA’ya bağlanan 

protein DiGeorge sendrom kritik bölge 8’i (DGCR8) içeren nükleer mikroprosses 

kompleksi, pri-miRNA’ları, 60-70 nükleotit uzunluğundaki prekürsör-miRNA’lara 

(pre-miRNA) dönüştürür. Oluşan pre-miRNA’lar eksportin 5 ve Ras ilişkili nükleer 

protein-guanozin-5'-trifosfat (RAN-GTP) ile sitoplazmaya taşınır. Sitoplazmadaki 

pre-miRNA, RNA III endonükleaz Dicer tarafından, 20-25 nükleotitlik olgun 

miRNA dupleksine bölünür. Bu olgun miRNA dupleksi, Dicer, trans-aktivasyon 

tepkisi RNA-bağlayıcı protein (TRBP) ve Argonaute 2’yi (Ago2) içeren RNA 
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indüklü bir susturma kompleksine (RISC) yüklenir. TRBP, çift-zincirli miRNA’ların 

termodinamik özelliklerine göre kılavuz ve yolcu zincirleri ayırt eder. Daha stabil 5’ 

ucuna sahip zincir, rehber zinciri; daha az stabil 5’ucuna sahip zincir ise yolcu zinciri 

oluşturur. RISC kompleksindeki Ago proteini, miRNA dupleksini çözerek 

parçalanacak yolcu zinciri uzaklaştırır. Ancak bazı durumlarda miRNA 

dupleksindeki her iki zincir işlevsel olup farklı mesajcı RNA (mRNA) 

popülasyonlarını hedefleyebilmektedir (Erson ve Petty, 2008,  Catalanotto vd., 

2016). Olgun tek zincirli miRNA’lar, 5’ ucunun 2-8 pozisyonundaki  nükleotitleri 

içeren tohum dizisine komplimenter olan hedef mRNA’ya, RISC kompleksini 

yönlendirir. MiRNA-mRNA arasındaki tam komplimenterlik, mRNA transkriptinin 

parçalanmasına; kusurlu komplimenterlik traslasyonun baskılanmasına neden olur 

(Şekil 1.13)  (Zhang ve diğ., 2007, Taguchi, 2016:1712) 

 
   Şekil 1.13. MiRNA Biyogenezi (Erson ve Petty, 2008) 
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MiRNA’ların, hedef mRNA’ nin 3’UTR’si dışında 5’UTR ve kodlayıcı 

bölgelerine de (miRNA tepki elementlerine (MRE) sahip) bağlanabildiği 

bildirilmiştir (Catalanotto vd., 2016). MiRNA’lar intergenik veya intronik bölgelerde 

bulunmaktadır. İntronlarda lokalize bazı miRNA’lar, bulundukları gene antisens 

yönde bulunabilmekte veya genden bağımsız düzenleyicilere sahip olabilmektedir. 

Bazı intronik miRNA’lar, mirtronlar, biyogenezinde Drosha ile bölünmeyi atlayarak 

splayzingle pri-miRNA’lardan pre-miRNA’lara işlenmektedir (Erson ve Petty, 

2008). Kısa intronlardan kaynaklanan bazı miRNA'ların, agotronlar, biyogenezi ise 

Drosha ve Dicer’dan bağımsız ancak Argonaute (Ago) bağlı olarak 

gerçekleşmektedir (Taguchi, 2016:1712). Bazı miRNA’lar, RNA editing eğilimi 

göstermektedir. Farklı dokularda miRNA’ların editing eğilimi, farklı gen setlerini 

hedeflemesine olanak sağlamaktadır  (Erson ve Petty, 2008). 

1.3.2. MikroRNA ve Kanser İlişkisi 

MiRNA’ların ifadesindeki değişim birçok kanser gelişiminde önemli rol 

oynamaktadır. MiRNA’ların ifadesindeki değişimlere yol açan mekanizmalar; 

miRNA genlerinin amplifikasyonu/delesyonu, miRNA’ların anormal 

transkripsiyonel kontrolü, epigenetik düzensizlik ve miRNA biyogenezindeki 

bozukluklardır. Mide kanserinde miRNA ifadesindeki azalma, çoğunlukla 

promotorlerindeki CpG adalarının hipermetilasyonuna bağlı gelişmektedir. Ago2 

kaybına bağlı gelişen miRNA biyogenezindeki bozukluklar, miRNA sentezinin bloke 

edilmesine neden olmaktadır (Irmak-Yazicioglu MB, 2016). MiRNA’lar, onkogen ve 

tümör baskılayıcı genler olarak ikiye ayrılır (Peng ve Croce, 2016).  Kanserde ifadesi 

artan miRNA’lar, onkogen fonksiyonuna sahip olup tümör baskılayıcı genleri 

baskılayarak tümör gelişimine katkıda bulunmaktadır. Kanserlerde ifadesi azalan 

miRNA’lar ise, tümör baskılayıcı fonksiyona sahip olup onkogenleri baskılayarak 

tümör gelişimini engellemektedir (Zhang ve diğ., 2007). 
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1.3.3. Helicobacter pylori’ nin MikroRNA İfadesine Etkisi 

Birçok miRNA ifadesinin, H. pylori enfekte mide mukozasında değiştiği ve 

bu değişimin, kısmen H. pylori indüklü konak inflamatuar immün yanıtlara bağlı 

olduğu bildirilmiştir. CagA pozitif H. pylori suşlarının, let-7 aile üyesi dahil birçok 

miRNA ifadesini değiştirdiği gösterilmiştir (Matsushima ve diğ., 2011). Let-7 aile 

üyeleri, Ras onkogeninin ifadesini negatif bir şekilde düzenleyen tümör baskılayıcı 

genlerdir. Özellikle, H. pylori virülans faktör cagA’ nın inflamasyondan bağımsız bir 

şekilde, let-7 ifadesini epigenetik mekanizmalarla baskılayarak H. pylori indüklü 

mide kanser gelişimine aracılık ettiği tespit edilmiştir (Irmak-Yazicioglu MB, 2016, 

Hayashi ve diğ., 2013). Ayrıca ABCCC ve ABD tip cagA’ların, let-7 ifadesinin 

baskılanmasında benzer kanserojenik potansiyele sahip olduğu gösterilmiştir 

(Hayashi ve diğ., 2013). Zhang ve diğ., (2008), miR-21 ifadesinin mide kanser 

dokularında ve H. pylori enfekte mide mukozasında arttığını ve bu artışın hücre 

çoğalmasını, invazyonunu teşvik ettiğini ortaya koymuştur. Zhu ve diğ., (2012), H. 

pylori cagA proteininin, Erk1/2 kinazlara bağımlı bir şekilde miR-1290, NF-KB’ye 

bağımlı bir şekilde miR-584 ifadelerini artırarak hücresel işlevleri etkilediğini ileri 

sürmüştür. MiR-1290, NF-KB baskılayıcı faktör (NKRF)’ü baskılayarak  NF-KB’ 

nin aktivasyonuyla miR-584’ü aktive etmiştir. MiR-584, fosforillenmiş Erk1/2’ nin 

önemli fosfotazlarından biri olan protein fosfataz 2 katalitik altbirim alfa’yı (PPP2ca) 

baskılayarak Erk1/2 aktivitesinin devamlılığını sağlamıştır. MiR-1290 ve miR-

584’ün ortak hedeflerinden Çatal başı kutu protein A1 (Foxa1), dokuya spesifik 

transkrisiyonu teşvik eden ve doku ile hücrelerin epigenetik işaretleriyle ilişkili bir 

öncü transkripsiyon faktördür. Foxa1 ifadesinin susturulması, sonik hedgehog, Notch 

ifadesindeki artışa neden olmaktadır. Tüm bu sonuçlar, miRNA-584 ve miRNA-

1290'ın hücre farklılaşmasına müdahale ettiğini ve dokuları yeniden şekillendirdiğini 

ortaya koymaktadır. Ayrıca cagA’ nın, Erk1/2’yi aktive ederek miR-1290’i 

indükleme yeteneğinin, cagA’ nın C-terminal değişkenliğinden (EPIYA tekrarlarının 

değişken sayısı) dolayı farklı olabileceği düşünülmektedir. Noto ve diğ., (2013), H. 

pylori cagA’ nın, miR-320 ifadesini azaltıp, anti-apoptotik B-hücre lenfoma 2 (Bcl-

2) protein ailesinin bir üyesi olan myeloid hücre lösemi-1 (Mcl-1) ifadesini artırarak, 

apoptozu baskılayarak mide kanseri için artmış bir risk oluşturduğunu göstermiştir. 

Tüm bu bulgular miRNA’ların, H. pylori’ye bağlı mide kanser gelişimindeki rolünü 

ortaya koymaktadır.  
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1.3.4. Mide Kanserinde MikroR-200a-3p  

MiR-200a, tümör hücrelerinde tümör baskılayıcı fonksiyon gösteren miR-200 

ailesine ait olup 1. kromozomda lokalizedir (Chang ve diğ., 2015, Park ve diğ., 

2008). MiR-200a’ nın, mide adenokarsinomada önemli ölçüde ifadesinin azaldığı; 

yakından ilişkili özofagus adenokarsinomada ise ifadesinin arttığı tespit edilmiştir. 

Bu iki kanserdeki miR-200a ifadesindeki farklılık, etiyoloji ve moleküler 

sinyallerdeki farklılıkları göstermektedir (Chen ve diğ.,  2013).  

MiR-200a’ nın, Wnt/b-katenin sinyal yolağındaki b-katenini hedefleyerek 

migrasyon, invazyon ve çoğalmayı baskıladığı bildirilmiştir. MiR-200a ifadesinin, 

mide kanserinin ilerlemesiyle önemli ölçüde azaldığı tespit edilmiştir. MiR-200a’ 

nın, epitelial-mezenkimal geçiş (EMT) ve tümör büyümesini negatif bir şekilde 

düzenlediği gösterilmiştir (Cong ve diğ.,  2013). EMT, hücre polaritesi ve hücre-

hücre adezyon kaybına yol açan tümör ilerlemesiyle ilişkili bir süreç olup hücre 

hareket ve metastazını teşvik etmektedir (Schliekelman ve diğ., 2011).  EMT geçiren 

epitel hücreler, E-kaderin gibi epitel belirteçlerin ifadesini kaybederek N-kaderin ve 

vimentin gibi mezenkimal belirteçleri ifade etmeye başlarlar (Cong  ve diğ., 2013).  

Çinko parmak E-kutu bağlama homeobox 1/2 (ZEB1/ZEB2),  Snail ve Twist gibi 

transkripsiyonel faktörler, EMT’in teşvik edilmesinde görevlidir  (Davalos ve diğ., 

2011).  Mide kanserinde, ZEB1/ZEB2 kompleksi, miR-200a’ nın hedefi olarak tespit 

edilmiştir (Cong ve diğ., 2013). ZEB1/ZEB2 kompleksi, E-kaderin promotorune 

bağlanarak E-kaderin ifadesinin baskılanmasında rol oynamaktadır (Saydam ve diğ., 

2009). MiR-200a ifadesinin azalmasına bağlı ZEB1/ZEB2’ nin E-kaderinin ifadesini 

azaltması, katenin-kaderin kompleksine bağlı b-kateninin, çekirdeğe göçüne yol 

açarak hücre çoğalması, metastaz ve tümörigenezi teşvik eden Wnt/b-katenin sinyal 

yolağının aktivasyonuna neden olduğu bildirilmiştir. Bu sonuçlar miR-200a’ nın, E-

kaderin seviyesini artırarak ve b-katenin seviyesini azaltarak, EMT ve hücre 

büyümesini baskılayıcı bir role sahip olduğunu göstermiştir (Şekil 1.14) (Cong ve 

diğ., 2013).   
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Snail, baskılayıcı bir transkripsiyonel faktör olup E-kaderinin direkt 

transkripsiyonel baskılanmasından sorumludur. Ayrıca bir transkripsyonel faktör 

olan Twist, E-kaderinin transkripsiyonel baskılanmasına katılmaktadır. Bu 

transkripsiyonel faktörlerin ifadesinin, miR-200a ile ters ilişkili olduğu tespit 

edilmiştir (Cong ve diğ., 2013).  

 
Şekil 1.14. miR-200a’ nın, ZEB1/ZEB2 kompleksini ve b-katenini hedefleyerek EMT’i regüle etmesi 
(Cong ve diğ.,2013) 

Mide kanseriyle ilişkili miRNA’ların belirlenmesi için yapılan bir çalışmada, 

mide kanser dokularında miR-200a-3p ifadesinin arttığı tespit edilmiştir  (Chen ve 

diğ., 2015). H. pylori enfekte insan mide mukozasında miRNA ekspresyon profilini 

belirlemek için yürütülen bir çalışmada miR-200a ifadesinin azaldığı bulunmuştur 

(Matsushima ve diğ., 2011).  

1.3.5. Mide Kanserinde MikroR-29a-3p 

Mide kanseri dahil birçok kanserde miR-29a ifadesindeki azalmanın kanser 

gelişimini ve ilerlemesini teşvik ettiği bildirilmiştir. Bu nedenle mide kanserinde 

miR-29a, tümör baskılayıcı bir role sahiptir. MiR-29a’ nın potansiyel hedefleri 

arasında bulunan Robo1’in, hücre invazyon ve migrasyonu teşvik ettiği 

gösterilmiştir. Robo1’in aşağı akışında kanser gelişimine katkıda bulunan Erk sinyali 

ve matriks metalloproteinaz 9 (MMP-9) bulunmaktadır (Liu ve diğ 2015).  
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Chen ve diğ., (2014), miR-29a’ nın, anjiyogenezde görevli vasküler 

endotelyal büyüme faktör A’yı (VEGF-A) hedefleyerek invazyon ve metastazı 

baskıladığını bildirmiştir. Bir başka çalışmada, miR-29a’ nın p42.3 ifadesini 

baskılayarak, G1 fazında hücre döngüsünün askıya alınmasıyla hücre çoğalmasını 

baskıladığı gösterilmiştir. MiR-29a’ nın hedeflediği p42.3, memelilerde oldukça 

korunmuş, transformasyonu teşvik edici bir onkogendir. Hücre döngüsü boyunca 

farklı bir şekilde ifade edilen p42.3’ün ifadesindeki artış, hücre döngüsünün 

düzenlenmesinde görevli kontrol noktası kinaz 2 (CHK2) ifadesinin azalmasına ve 

siklin B1 ifadesinin ise artmasına neden olmaktadır (Cui ve diğ., 2011).  

He ve diğ., (2016), insan telomeraz ters transkriptazın (hTERT), miR-29a 

ifadesini direkt veya indirekt bir şekilde azaltarak, mide kanserinde invazyon ve 

metastazı teşvik edici Integrin ß1 (ITGB1) ifadesini artırdığını bildirmiştir. 

Telomerazın sınırlayıcı altibirimi olan hTERT, telomeraz aktivasyonuna katkıda 

bulunmaktadır (Zvereva ve diğ., 2010). Mide kanser dokularında yüksek oranda 

ifade edilen hTERT’in uzak metastaz ve lenfatik metastazı teşvik ettiği bildirilmiştir 

(Lü ve diğ., 2012). MiR-29a’ nın direkt hedefi olarak belirlenmiş ITGB1, hücre 

adezyon molekülü olup hücrelerin, ekstraselüler matrikse (ECM) adezyonunda 

görevlidir. Kanser hücrelerinde anormal bir şekilde ifade edilen ITGB1, invazyon, 

migrasyon, anjiyogenez ve hücre çoğalmasında önemli rol oynamaktadır (He ve diğ., 

2016). 

MiR-29a’ nın, miR-29a-3p ve miR-29a-5p olmak üzere iki farklı transkripti 

mevcuttur. Mide kanserinde miR-29a-3p transkriptinin önemli ölçüde azaldığı 

bildirilmiştir. MiR-29a-3p’ nin G1/S geçişinde görevli siklinD1, siklin bağımlı kinaz  

2, 4 ve 6 (CDK2, CDK4 ve CDK6) ifadelerini azaltarak hücre çoğalmasını 

baskıladığı gösterilmiştir. Ayrıca miR-29a-3p’ nin mide kanser hücrelerinin 

migrasyon ve invazyonunu baskıladığı ortaya konulmuştur. Integrin alfa 6 prekürsör 

(ITGA6) ve DNA metiltransferaz 3A (DNMT3A), miR-29a-3p’ nin potansiyel 

hedefleri olarak gösterilmiştir  (Zhao ve diğ., 2015 ). 
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1.3.6. Mide Kanserinde MikroR-223-5p 

Mide kanserinde miR-223 ifadesindeki artışın, hücre çoğalması ve invazyonu 

teşvik ettiği, apoptozu ise baskıladığı gösterilmiştir. MiR-223’ün potansiyel olarak   

F-kutu ve WD tekrar domain içeren 7’yi (FBXW7/hCdC4) hedeflediği tespit 

edilmiştir (Li ve diğ., 2012). F-kutu protein ailesine ait olan FBXW7/hCdC4, Skp, 

Cullin, F-kutusu içeren kompleks (SCF) ubikitin ligazların fosforilenmiş substratları 

tanıma bileşeni olarak fonksiyon göstermektedir. Memelilerde fonksiyonel olarak 

korunmuş SCF ubikitin ligaz, c-jun, siklinE1 gibi onkoproteinlerin ubikitin bağımlı 

proteolizinden sorumludur (Koepp ve diğ., 2001, Nateri ve diğ 2004).  

Birçok araştırma miRNA’ların, mide kanseri dahil birçok kanserde anti-

kanser ilaç direncinin gelişmesindeki rolünü bildirmiştir. Mide kanserinde miR-

223’ün, FBXW7 ifadesini azaltarak, G1/S kontrol noktasındaki proteinlerin 

düzensizliğine (CDK2, CDK4, CDK6, siklin D1 (CCND1), siklin D2 (CCND2) ve 

siklin D3 (CCND3) ifadesinin artması ve p14, p16, p21 ve p27 ifadesinin azalması) 

ve apoptozun baskılanmasına yol açarak mide kanser hücrelerini sisplatine dirençli 

hale getirdiği tespit edilmiştir. Ayrıca miR-223 ifadesindeki artışa bağlı mide kanseri 

ve ilaç direncinin gelişmesinde H. pylori enfeksiyonunun önemli rol oynayacağı ileri 

sürülmüştür (Zhou ve diğ., 2015).   

Normal mide hücreleri ve metastatik olmayan mide kanser hücrelerine kıyasla 

miR-223’ün sadece metastatik mide kanser hücrelerinde aşırı derecede ifade edildiği 

bildirilmiştir. Metastatik olmayan mide kanser hücrelerinin metastatik özellik 

kazanması için miR-223’ün migrasyon ve invazyonu teşvik ettiği gösterilmiştir. 

Mide kanserinde ifadesi artan Twist transkripsiyon faktörünün, miR-223 ifadesinin 

düzenlenmesine katıldığı tespit edilmiştir. Ayrıca kanser metastazının 

baskılanmasında önemli rol oynayan EPB41L3’ün (protein 4.1B/akciğer-1 

adenokarsinomunda farklı şekilde ifade edilen (Dal-1)), miR-223’ün direkt hedefi 

olduğu bildirilmiştir (Irmak-Yazicioglu MB, 2016, Li ve diğ., 2011).  Hücre iskelet 

proteinlerinin grup 4.1 ailesinin bir üyesi olan EPB41L3, hücre şeklinin, hücre-hücre 

adezyonunun ve hücre hareketinin düzenlenmesine katılmaktadır (Gutmann ve diğ., 

2011).  
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Stathmin 1 (STMN1), onkoprotein 18, miktrotübülleri depolimerize ederek ve 

tubulin heterodimerlerinin polimerizasyonunu engelleyerek mitoz aşamasında önemli  

rol oynamaktadır (Belmont ve Mitchison, 1996, Wallon ve diğ., 2000). STMN1 

ifadesinin baskılanması, G2/M fazında hücrelerin birikmesine, mitotik ağ 

anormalliklerine ve mitozdan çıkıştaki zorluklara yol açmaktadır. Birincil mide 

adenokarsinomalarında ve mide kanser hücre hatlarında, STMN1 ifadesindeki artış 

tespit edilmiştir. STMN1’in susturulmasının, mide kanser hücrelerinin çoğalmasını, 

koloni oluşumunu, invazyon ve metastazını baskılayıp; G1 fazında hücre 

döngüsünün askıya alınmasını ve geç apoptozu indüklediği gösterilmiştir. Mide 

kanser hücrelerinde STMN1, miR-223’ün hedefi olarak tespit edilmiştir (Kang ve 

diğ., 2012). Ancak STMN1 ifadesinin, p53 tarafından negatif bir şekilde 

düzenlendiği bildirilmiştir (Johnsen ve diğ., 2000). Mutant olmayan p53 proteini 

kararsız ve yarılanma ömrü kısa olduğu için saptanması oldukça zordur. Ancak 

çekirdekte biriken mutant p53, kararlı ve daha uzun bir yarılanma ömrüne sahip 

olduğundan saptanabilmektedir. STMN1 pozitif tümörlerde anormal nüklear p53 

birikimi saptanmıştır. Bu nedenle STMN1 aşırı ifadesinin mide kanserinde kısmen 

p53 baskılanmasına bağlı olabileceği düşünülmektedir (Kang ve diğ., 2012).  

H. pylori enfeksiyonunun, hem normal mide dokusunda hem de mide kanser 

dokusunda miR-223 ifadesini artırdığı bildirilmiştir. H. pylori enfekte mide kanser 

hücrelerinde miR-223 ifadesindeki artışın, hücre çoğalmasını, koloni oluşumunu, 

migrasyon ve invazyonu teşvik ettiği gösterilmiştir  (Ma  ve diğ., 2013).   

Kapsamlı bir meta-analiz çalışmasıyla, dolaşımdaki miR-223’ün mide kanseri 

tanısal etkinliğinin nispeten yüksek olduğu bildirilmiştir. Ayrıca bağımsız bir 

doğrulama testiyle, plazma miR-223’ün benzer tanısal etkinliğe sahip olduğu tespit 

edilmiştir. Mide kanserli hastalarda yüksek miR-223 ekspresyonunun, doku, hücreler 

ve plazma arasında fark göstermediği bulunmuştur. Bu sonuçlar, plazma miR-

223’ün, kanser tanısı için güvenilir ve non-invaziv bir biyobelirteç olabileceğini 

ortaya koymaktadır. Ancak insan kanser tanısında potansiyel uygulanabilirliğini 

doğrulamak üzere geniş kapsamlı çalışmalar gereklidir (Zhou ve diğ.,  2015).  
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2. AMAÇ 

H. pylori cagA, mide kanser gelişimiyle ilişkilendirilmiş bir virülans 

faktördür (Peek ve Blaser, 2002). CagA geninin 3’ bölgesindeki R1, R2, R3 dizi 

tekrarlarına bağlı olarak  (A-D) dört farklı cagA yapısının varlığı bildirilmiştir. C-tipi 

cagA’ya sahip suşların, mide kanserli hastalarda daha yaygın olduğu ve şiddetli 

atrofik gastrite neden oldukları gösterilmiştir (Yamaoka vd., 1998). Ayrıca cagA 

geninin 3’ bölgesinde EPIYA motif içeren dizi tekrarlarının varlığı tespit edilmiştir  

(Argent ve diğ, 2005).  EPIYA motiflerinin çevresindeki amino asit dizilerine bağlı 

olarak EPIYA-A, -B, -C veya D olmak üzere üç farklı EPIYA dizisi mevcuttur 

(Argent ve diğ., 2005). Özellikle birden fazla EPIYA-C motifi içeren cagA’ nın, 

hücresel moleküllere daha yüksek oranda bağlanarak mide kanser riskini artırdığı 

bildirilmiştir (Nagase ve diğ., 2015). 

 H. pylori virülans faktör cagA’ nın, let-7 dahil birçok miRNA ifadesini 

değiştirdiği tespit edilmiştir (Matsushima ve diğ., 2011).  

Türk popülasyonunun %82. 5’i H. pylori enfeksiyonu içermesine rağmen H. 

pylori’ nin miRNA ifadesine etkisiyle ilişkili bir çalışma yapılmamıştır. Ayrıca bu 

zamana kadar literatürde polimorfik (3’ değişken bölgede dizi varyasyonları) 

cagA’ya sahip suşlarla enfekte mide kanserli dokularında miR-200a-3p, miR-225-5p 

ve miR-29a-3p ifade değişimlerinin analizine yönelik bir çalışma bulunmamaktadır. 

Bu sonuçlara bağlı olarak bu çalışmada, mide kanserli dokuları enfekte eden suşların 

cagA 3’ değişken bölgelerindeki dizi varyasyonlarının (EPIYA motif tipi ve miktarı, 

3’ değişken bölgedeki R1, R2, R3 bölgelerinin organizasyonu) belirlenmesi 

amaçlanmıştır. Ayrıca cagA 3’ bölge dizi varyasyonlarına sahip suşlarla enfekte 

kanserli mide dokularında miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p ifade 

değişimlerinin analizi hedeflenmiştir.  
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3. MATERYAL 

3.1. Biyolojik Malzemeler  

Kanserli mide doku örnekleri, TC. İstanbul Üniversitesi İstanbul Tıp 

Fakültesi klinik araştırmalar etik kurulunun 03.09.2014 tarihli 1362 sayılı etik kurulu 

izni ile toplanmıştır. Bu çalışmaya dahil edilen altı tümörlü doku örneği, NPO 

HIPEC sorumluluğunda 2016-2017 yılları arasında TC. İstanbul Eğitim ve Araştırma 

Hastanesinde mide kanser teşhisi konup, mide ameliyatı geçiren hasatalardan temin 

edilmiştir.  

Amerikan Tipi Kültür Koleksiyonundan (ATCC) alınan Insan Kafkasya 

gastrik adenokarsinoma (AGS) hücre hattı kontrol amaçlı kullanılmıştır.  

3.2. Dokuların Saklanmasında Kullanılan Solüsyonlar               

RNAlater® solüsyonu (Ambion)      (Thermo Fisher Scientific) 

Absolute Etanol         (Sigma-Aldrich) 

3.3. DNA ve RNA İzolasyonunda Kit Harici Gerekli Kimyasallar 

2-Merkaptoetanol         (Merck) 

Etanol ≥ 99,8%                         (Sigma-Aldrich) 

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Bileşenleri  

Taq DNA Polimeraz, Rekombinant 5U/ul                 (Thermo Fisher Scientific) 

MgCl2, 25mM          (Thermo Fisher Scientific) 

dNTP  Karışımı, 10mM                             (Thermo Fisher Scientific)
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10X (NH4)2 SO4’lü Taq Tampon                                 : 750mM Tris-HCl (pH 8.8 250) 

            200mM (NH4)2 SO4 

            0,1% (v/v) Tween 20 

           (Thermo Fisher Scientific) 

3.5. Primerler 

Helicobacter pylori cagA 3’ değişken bölge ve dizi varyasyonlarını saptamak için 

kullanılan primer dizi ve uzunlukları Çizelge 3.1’de verilmiştir.  

100uM İleri (F) Primer         (Sentromer) 

100uM Geri (R) Primer         (Sentromer)  

Çizelge 3.1. PZR reaksiyonunda kullanılan primer çiftlerinin dizisi ve uzunlukları 
Primer Dizi (5’-3’) Ürün Boyutu 

Cag2a-F 
Cag4a-R 

      5’ GGAACCCTAGTCGGTAATG 3’ 
     5’ ATCTTTGAGCTTGTCTATCG 3’ 

CagA 3’ değişken bölge 
450-850bç 

(Argent ve diğ., 2004, 
Rudi  ve diğ., 1998) 

İleri 
Primer 

CagA28F 

      5’ TTCTCAAAGGAGCAATTGGC 3’ 
 

P1, P2,P3 Motifleri için 

Geri     
Primer 

CagA-P1C 

 
5’GTCCTGCTTTCTTTTTATTAACTTTAGC 3’ 

 

P1 motifi 
264-291bç 

    (Argent ve diğ., 2004) 
Geri 

Primer 
CagA-
P2TA 

 
5’ TTTAGCAACTTGAGTATAAATGGG 3’ 

 

            P2 motifi  
309-336bç 

(Argent ve diğ., 2004) 

Geri 
Primer 

CagA-P3E 

 
5’ ATCAATTGTAGCGTAAATGGG 3’ 

 

              P3 motifi  
 1P. 465-498bç, 

           2P.    570bç,  
           3P.    672bç 

(Argent ve diğ., 2004) 
CAG1-F 
CAG2-R 

       5’ ACCCTAGTCGGTAATGGGTTA 3’ 
       5’ GTAATTGTCTAGTTTCGC 3’ 

 

CagA 3’ tekrar dizileri 
Tip A 642-651bç, 

 Tip B ve D 756bç,  
Tip C 810-813bç 

(Yamaoka ve diğ, 1998) 
  VA4F      5’ GGAGCCCCAGGAAACATTG 3’             VacA m2 bölgesi 346bç 
  VA4R      5’ CATAACTAGCGCCTTGCAC 3’   (Rudi ve diğ., 1998) 
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Kantitatif Gerçek Zamanlı PZR’da olgun miRNA ifadelerinin analizi için kullanılan 

primer dizileri Çizelge 3.2’de verilmiştir.  

10mg/ml  MystiCq® microRNA qPCR Assay Primer              (Sigma- Aldrich) 

(hsa-miR-200a-3p, hsa-miR-29a-3p, hsa-miR-200a-5p) 

Çizelge 3.2. Kantitatif Gerçek Zamanlı PZR’da kullanılan olgun miRNA primer dizileri 

Primer  Dizisi  

hsa-miR-200a-3p UAACACUGUCUGGUAACGAUGU 

hsa-miR-29a-3p UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA 

hsa-miR-223-5p CGUGUAUUUGACAAGCUGAGUU 

         RNU6-1 GUGCUCGCUUCGGCAGCACAUAUACUAAAAUUGGAACGAUACA- 
GAGAAGAUUAGCAUGGCCCCUGCGCAAGGAUGACACGCAAAUU- 
CGUGAAGCGUUCCAUAUUUU                                                                                               

 

3.6. Elektroforez İçin Kullanılan Tamponlar ve Kimyasallar 

5X TBE (Tris - Borik asit- EDTA) Tamponu (pH: 8.3) 

Tris-Baz                                 (Sigma-Aldrich) 

EDTA (pH 8.0), 0.5M           (Sigma-Aldrich) 

Borik Asit                     (Sigma-Aldrich) 

UltraPure™  EtBr (Etidyum Bromid),10mg/ml          (Thermo Fisher Scientific) 

GeneRuler™ 100bç DNA Ladder          

GeneRuler 100bç’lik DNA Ladder: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 

1000 baz çiftlik fragmalar içermektedir (Thermo Fisher Scientific) 

%2’lik Agaroz jel           :0,5X TBE Tamponu 

             Agaroz (Sigma-Aldrich) 
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6X  DNA Jel yükleme boyası            : 10mM Tris-HCl (pH 7,6) 

              0.03% Bromfenol mavisi 

              0.03% Ksilen siyanol FF 

             60% gliserin 

                                       60mM EDTA  

       (Thermo Fisher Scientific) 

3.7. Hücre Kültürü Besiyeri ve Solüsyonlar 

(1:1) 1X DMEM/ F-12                   : Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

                        F-12 Nutrient Karışım (Ham) 

       + L-glutamin 

       15mM HEPES  

     (Thermo Fisher  Scientific)   

Penisilin-Streptomisin                   : +5,000 Units/mL  Penisilin 

             + 5,000 Units/mL Streptomisin 

       (Thermo Fisher  Scientific) 

FBS                (Thermo Fisher  Scientific) 

1X PBS (pH: 7.4)               (Thermo Fisher  Scientific) 

DMSO                                   (Sigma-Aldrich) 

Tripsin – EDTA (0,05%),  fenol kırmızısı           (Thermo Fisher Scientific) 

3.8. Cihazlar         

Finnpipette™ F2 Değişken Hacim     (Thermo Fisher Scientific) 
Tek Kanal Pipetler 

Elektroforez Güç Kaynağı EC250-90      (Thermo Fisher Scientifi) 

Elektroforez Tankı                   (Cleaver Scientific) 

Hassas Terazi           (Precisa XB220A)         

Barnstead™ Smart2Pure™ Su Arıtma Sistemi               (Thermo Fisher Scientific) 
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Dik Tip Otoklav                   (BES) 

Mini Spin Plus Mikrosantrifüj          (Thermo Fisher Scientific) 

Manyetik Karıştırıcı           (Heidolph MR3001K) 

Thermal cycler  T100™ PZR         (BioRad) 

CFX Connect™ Real-Time PZR Belirleme Sistemi      (BioRad) 

Mini Sipin             (Four E’S Scientific) 

Multiskan™ GO Mikroplate Spektrofotometre        (Thermo Fisher Scientific) 

Homojenizatör                    (Retsch MM400) 

Laminar Kabin            (Faster SafeFast Classic) 

Dri-block DB-2D           (Techne) 

AF80 Kar Buz Makinesi                        (Scotsman) 

Evrensel 320 R Masaüstü Santrifüj                (Hettich) 

Vorteks                                                    (Heidolph Reax Top) 

Su Banyosu WNB 14              (Memmert) 

Inkübatör INCO2              (Memmert) 

Azot Tankı                 (Thermo Fisher Scientific) 

pH Metre Masaüstü                                      (Isolab) 

FN 500 Kuru Havalı Sterilizatör               (Nüve) 

Jel görüntüleme cihazı GEN-BOX-imagER CFx              (ER Biyotek) 

AXIO invert Vert.A1 mikroskop               (Zeiss) 

CK40 ışık mikroskobu                (Olimpus) 

S1 Pipet Filler                 (Thermo Fisher Scientific) 

SafeVac Vakum Aspiratör               (SCILOGEX) 

-80 Buzdolabı               (Haier-Biomedikal) 

MD592 Süper Mikrodalga             (Arçelik) 
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3.9. Sarf Mazlemeler 

10µl, l20µl,200µl 1000µl Filtreli uç     (Isolab) 

10µl, 200µl, 1000µl Pipet ucu                  (İsolab) 

0.5ml, 1.5ml, 2.0ml Eppendorf      (Axygen) 

0.2ml PZR tüpü                   (Axygen) 

2ml Karyovial tüp                 (Greiner Bio-one) 

Rack          (İsolab) 

Steril bistüri uç       (Braun) 

Platemax® UltraClear Sealing Film     (Axygen) 

PZR ® Mikroplate       (Axygen) 

Parafilm        (BEMIS) 

15ml ,25ml, 50ml Falkon       (Isolab) 

250ml Erlen         (Isolab) 

50ml, 500ml, 1000ml Mezür      (Isolab) 

75cm2 Corning Flask                  (Sigma-Aldrich) 

Cam pastör pipet        (Marıenfeld) 

Tohma lam        (Marienfeld )  

5mL,10mL,25mL,50mL Corning® Costar® Stripette®        (Sigma-Aldrich) 
serolojik pipetler    

Beher          (Isolab) 

Corning® 150mL Vakum Filtre     (Sigma-Aldrich) 

3.10. Kullanılan Kitler  

PureLink™ Genomik DNA Mini Kit     (Invitrogen) 

NucleoSpin® RNA         (Machery-Nagel) 

MystiCq™ microRNA cDNA Sentez Karışımı     (Sigma-Aldrich) 

SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit       (Bioline) 
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4.YÖNTEM 

4.1. Kanserli Mide Dokularının Saklanması 

TC İstanbul Eğitim ve Araştırma Hastanesinden toplanan kanserli mide doku 

örneklerinden  DNA izolasyonu için kullanılacaklar absolute etanol; RNA izolasyonu 

için kullanılacaklar ise RNAlater solüsyonu içeren tüplere konularak -196oC sıvı azot 

tankında muhafaza edildi.   

4.2. Kanserli Mide Dokularından Bakteri Genomik DNA Izolasyonu 

Absolute etanol içeren tüplerde saklanan kanserli mide dokularından bakteri 

genomik DNA izolasyonu, Invitrogen PureLink™ Genomik DNA Mini Kit’in 

protokolüne göre yapıldı. DNA’ nın konsantrasyon ve saflığının belirlenmesinde 

Multiskan™ GO Mikroplate Spektrofotometre kullanıldı. DNA konsantrasyonu 

Abs260*50*(10/0.52) formülüyle belirlendi. DNA saflığı ise A260/A280 oranıyla 

tespit edildi. A260/A280 oranı 1.8 saf DNA’yı, A260/A280 > 1.8 RNA 

kontaminasyonunu, A260/A280 < 1.8  protein kontaminasyonunu göstermektedir.  

4.3. PZR ile CagA 3’ Değişken Bölge ve Dizi Varyasyonlarının Saptanması 

PZR, DNA’daki spesifik bir dizinin çoğaltılmasını sağlayan in vitro 

enzimatik bir yöntemdir. PZR ile DNA’daki hedef bölgenin çoğaltılabilmesi için 

kalıp DNA, oligonüklotid primerler, dNTP, DNA polimeraz, tampon ve Mg+2 gibi 

reaktifler gereklidir. Primerler, hedef DNA parçasının iki ucuna tamamlayıcı dizilere 

sahip olup hedef bölgeyi çeveler. DNA polimeraz da bu primerlere nükleotitleri 

ekleyerek hedef bölgenin çoğaltılmasını sağlar. 
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PZR’da her bir döngü; denatürasyon, primerlerin bağlanması ve uzaması 

şeklinde üç aşamadan oluşmaktadır. Bir döngüde oluşan ürünler bir sonraki döngüde 

kalıp görevi göreceğinden hedef DNA bölgesi tekrarlayan bir dizi döngüde üssel 

olarak artmaktadır (Gribyan ve Avashia, 2013). Tüm PZR uygulamaları benzer 

şartlarda gerçekleştirilememektedir. Bu nedenle PZR optimizasyonu gereklidir. 

Optimizasyonun yapılmaması, PZR ürününün tespit edilememesi veya düşük 

verimlilikte çoğaltılması, spesifik olmayan ürünlerin oluşumu, primer-dimer gibi bir 

takım problemlere neden olmaktadır (Grunenwald, 2003).  

Kanserli mide dokularından izole edilen suş genomik DNA’larının, cagA 3’ 

değişken bölgelerinin varlığını ve içerdikleri varyasyonları belirlemek üzere PZR 

gerçekleştirildi. CagA 3’ değişken bölgeyi saptamak için 450-850bç’lik ürün 

oluşturan cag2a-F ve cag4a-R primer çifti kullanıldı. CagA’ nın 3’ değişken 

bölgesinde 3 farklı tirozin fosforilasyon motifi (p1-(A motif), p2-(B motif), p3-(C 

motif)) gözlemlenmektedir. Bu üç motifin saptanmasında ileri primer cagA28F’in 

sabit tutulup geri primerlerin (A motifi için  cagAP1C,  B motifi için cagAP2TA ve 

C motifi için cagAP3E)  değiştirildiği  üç ayrı reaksiyon gerçekleştirildi. PZR sonrası 

A EPIYA motifinin 264-291bç’lik, B EPIYA motifinin 309-336bç’lik, C EPIYA 

motifinin ise 465-498, 570 ve 672 bç’lik ürünler oluşturması beklenmektedir (Şekil 

4.1). Ayrıca cagA 3’ bölgedeki  R1, R2, R3 bölgelerinin tekrarına bağlı oluşan (A-D) 

primer cagA yapısını belirlemek üzere cag1 ve cag2 primerleriyle PZR yapıldı. PZR 

sonrası cagA’ nın A tipi için 642-651bç’lik,  B ve D tipi için 756bç’lik ve C tipi için 

810-813bç’lik ürünlerin oluşması beklenmektedir.  

Agaroz jel elektroforezi için 5X TBE tampon, agaroz jel ve 100bç DNA 

uzunluk belirtecinin hazırlanması Çizelge 4.1, optimize edilmiş PZR’da kullanılan 

reaktifler ve miktarları Çizelge 4.2., reaksiyon koşulları ise Çizelge 4.3’te gösterildi. 

PZR sonuçları (5ul PZR ürün; 1X yükleme boyası), %2’lik agaroz jelde 110V’da 

300mA’de 30dk yürütülüp UV altında kontrol edildi.  
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Şekil 4.1. CagA P1(A),  P2(B) ve P3 (C) EPIYA motiflerinin saptanmasında kullanılan primer    
çiftlerinin pozisyonu ve oluşturdukları ürün boyutları 

Çizelge 4.1. TBE tampon, agaroz jel ve DNA uzunluk belirteci 

5X TBE Tampon 54g Tris-Baz + 20ml EDTA + 27,5g Borik asit + dH2O ile 
1000ml’ye tamamlanır 

 
2% Agaroz Jel 50ml 0,5X TBE tamponu + 1g Agaroz    

          
100bç DNA uzunluk 

belirteci 
1X DNA Ladder : 1X Yükleme Boyası: 4X Deiyonize su 

 

Çizelge 4.2.  PZR reaktifleri ve miktarları 

Reaksiyon Bileşenleri Stok Konsatrasyon Kullanılan miktar Çalışma Konsantasyonu 

(NH4)2SO4’lü Taq Tampon 10X 2,5ul 1X 
MgCl2 25mM 3ul 3mM 

dNTP Karışımı 10mM 0,5ul 0,2mM 
Ileri Primer 10uM 0,5ul 0,2uM 
Geri Primer 10uM 0,5ul 0,2uM 

Taq polimeraz 5U/ul 0,25ul 1,25U 
DNA  100ng/ul 2ul 200ng 
dH2O - 15,75ul - 

Toplam Hacim - 25ul - 

Çizelge 4.3. PZR reaksiyon koşulları 

 CagA 3’ değişken bölge ve 
EPIYA motifleri 

CagA 3’ bölgedeki R1-R2-R3 
tekrarlarına bağlı boyutları farklı 

ürünler 

Ilk denatürasyon 95oC  2dk 95oC 2dk 
Denatürasyon 

Bağlanma 
Uzama 

95oC 30sn 
               550C  30sn         35x 

720C 1dk 

95oC 30sn 
                  520C 30sn          35x 

720C 1dk 

Son uzama 720C 5dk 720C  5dk 
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4.4. Hücre Kültürü 

4.4.1. Hücre Hatlarının Çözülmesi 

Sıvı azot tankında muhafaza edilen 2ml’lik karyovial tüpteki AGS hücre hattı, 37oC 

su banyosunda hızlıca çözdürüldü. 10% fetal sığır serum (FBS), 1% penisilin 

streptomisin ve DMEM/F-12 ile tamamlanmış büyüme ortamı hazırlandı. 5ml 

tamamlanmış büyüme ortamı, 15ml’lik falkon tüpe aktarıldı. Çözünen hücreler, 

tamamlanmış büyüme ortamı içeren falkona transfer edildi. Dondurma ortamını 

uzaklaştırmak için hücreler, 40C’de 1000xg’de 5dk santrifüj edildi. Süpernatant 

dikkatlice uzaklaştırıldıktan sonra hücre pelleti, 8ml tamamlanmış büyüme ortamıyla 

çözdürüldü. 75cm2’lik flasklara (T75), 14ml tamamlanmış büyüme ortamı eklendi ve 

çözdürülen pelletten 1:8 oranında ekim yapıldı. Hücre ekimi yapılan flasklar 37oC’de  

5% karbondioksit (CO2) içeren inkübatörde büyümeye bırakıldı. 

4.4.2. Hücre Hattının Pasajlanması  

Flask yüzeyini 80-90% oranında kaplayan kültür hücreleri, yeni büyüme ortamlarına 

pasajlandı. Bunun için konfluente ulaşan flasktaki tamamlanmış büyüme ortamı, 

vakum aspiratörle çekilerek uzaklaştırıldı. Hücreler, büyüme ortamındaki serumdan 

arındırılmak üzere 5ml PBS ile iki kez yıkandı. Daha sonra PBS aspire edilerek 

uzaklaştırıldı. Hücreleri tutundukları yüzeyden ayırmak için 2ml tripsin eklenen 

flask, karbondioksitli inkübatörde 37°C’de 5dk inkübe edildi. Hücrelerin üzerine 5ml 

tamamlanmış büyüme ortamı eklenerek tripsinin inaktivasyonu sağlandı. Hücreler 

flasktan, falkonlara transfer edilerek 300xg’de 5dk oda sıcaklığında santrifüj edildi. 

Supernatant dikkatlice uzaklaştırıldı ve hücre pelleti, 8ml tamamlanmış büyüme 

ortamıyla çözdürüldü. 75cm2’lik flasklara (T75), 14ml tamamlanmış büyüme ortamı 

eklendi ve çözdürülen pelletten 1:8 oranında ekim yapıldı. Hücre ekimi yapılan 

flasklar 37oC’de  5% CO2  içeren inkübatörde büyümeye bırakıldı. 
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4.4.3. Hücre Hattının Dondurulması 

Flasktan tamamlanmış büyüme ortamı, vakum aspiratörle çekilerek uzaklaştırıldı. 

5ml PBS ile hücreler iki kez yıkandı. 2ml tripsin eklenen flask, karbondioksitli 

inkübatörde 37°C’de 5dk inkübe edildi. Flaska 5ml tamamlanmış büyüme ortamı 

eklendikten sonra hücre süspansiyonu falkona transfer edildi. Hücreler thoma 

lamında sayıldıktan sonra 300xg’de 5dk oda sıcaklığında santrifüj edildi. Supernatant 

dikkatlice uzaklaştırıldı. %50  DMEM-F12 , %40 FBS  ve  %10 DMSO ile 

dondurma ortamı hazırlandı. Hücre pelleti, 1ml dondurma ortamında yaklaşık 5x106 

hücre olacak şekilde çözdürüldükten sonra karyovial tüplere transfer edildi. Bu tüpler 

bir gece -80oC’de bekletildikten sonra ertesi gün sıvı azot tankına yerleştirildi.  

4.5. Total RNA İzolasyonu 

AGS hücre hattından total RNA izolasyonu 

AGS hücrelerini içeren 75cm2’lik flasktan, tamamlanmış büyüme ortamı 

vakum aspiratörle çekilerek uzaklaştırıldı. 5ml PBS ile  hücreler iki kez yıkandı.  2ml 

tripsin eklenen flask karbondioksitli inkübatörde 37°C’de 5dk inkübe edildi. 

Hücrelerin üzerine 5ml  tamamlanmış büyüme ortamı eklendi. Hücreler flasktan, 

falkonlara transfer edilerek 300xg’de 5dk oda sıcaklığında santrifüj edildi. 

Supernatant dikkatlice uzaklaştırılarak pelleti oluşturan hücrelerden total RNA 

izolasyonu, NucleoSpin® RNA protokolüne göre yapıldı. 

Kanserli mide dokularından total RNA izolasyonu  

RNAlater® solüsyonu içeren tüplerde saklanan kanserli mide dokularından 

total RNA izolasyonu, NucleoSpin® RNA protokolüne göre yapıldı. RNA 

konsantrasyon ve saflığının belirlenmesinde, Multiskan™ GO Mikroplate 

Spektrofotometre kullanıldı. RNA konsantrasyonu A26*40*(10/0,52) formülüyle 

belirlendi. RNA saflığı ise A260/A280 oranıyla tespit edildi. A260/A280 oranının 

1.8- 2.1 arasında olması RNA’ nın saf olduğunu göstermektedir.  
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4.6. cDNA Sentezi 

Elde edilen total RNA’dan, miRNA cDNA sentezi için MystiCq™ miRNA 

cDNA sentez karışımı kullanıldı. RNA izolasyon sonrası düşük konsantrasyona sahip 

örnekler, 400ng (0,4ug) veya 500ng (0,5ug), yüksek konsantrasyona sahip örnekler 

ise 1000ng (0,1ug) olacak şekilde cDNA sentezi yapıldı. RNA konsantrasyonu ve 

cDNA sentezinde kullanılan RNA miktarları Çizelge 4.4’te, cDNA sentez reaksiyon 

reaktifleri ve miktarları Çizelge 4.5 ve Çizelge 4.6’da gösterildi.   

Çizelge 4.4. RNA konsantrasyonu ve cDNA sentezinde kullanılan RNA miktarları 
 

Örnek 
RNA 

Konsantrasyonu 
cDNA sentezinde 

kullanılan RNA miktarı 
Oluşan cDNA 
ürün miktarı 

Nükleazsız su 

AGS hücre 
hattı 

650 ng/ ul 1,5 ul  1000ng 5,5ul 

T1 doku 653,9 ng/ ul 1,5ul 1000ng 5,5ul 
T2 doku 97,54 ng/ ul 4,1ul  400ng 2,9ul 
T3 doku 206,8 ng/ ul 4,8ul 1000ng 2,2 ul 
T4 doku 111 ng/ ul 4,5 ul  500ng 2,5ul 
T5 doku 365 ng/ ul 2,7ul 1000ng 4,3ul 
T6 doku 532 ng/ ul 1,9ul  1000ng 5,1ul 

Poli (A) kuyruk ekleme reaksiyonu 

Aşağıdaki reaktifler, buz üzerine yerleştirilmiş 0,2ml’lik PZR tüplerine dağıtıldı. 

Çizelge 4.5. Poli (A) kuyruk ekleme reaktifleri 

Reaktif Hacim 
Poli (A) Kuyruk ekleme Tamponu (5x) 2ul 

RNA 1ug’ye kadar                       1-5ul (0,4ug-1ug) 
Nükleazsız su  1-6ul  

Poli (A) Polimeraz 1ul 
Total Hacim 10ul 

Tüpler 37oC’de 60sn, 700C’de 5dk inkübe edildi. 
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Ilk-zincir cDNA sentez reaksiyonu 

Aşağıdaki reaktifler poli (A) kuyruk ekleme reaksiyonuna eklendi. 

Çizelge 4.6. Ilk-zincir cDNA sentez reaktifleri 
Reaktif Hacim 

Poli (A) Kuyruk ekleme reaksiyonu  10ul 
MystiCq microRNA cDNA Reaksiyon Karışımı 9ul 

ReadyScript Ters Transkriptaz 1ul 
Total Hacim 20ul 

Tüpler 420C ‘de 20dk, 85oC’de 5dk inkübe edildi. 

Kantitatif gerçek zamanlı PZR’da 20ng/ul cDNA kullanılacağı için 500ng ve  

1000ng (20ul’de 500ng ve 1000ng) olarak sentezlenen miRNA cDNA ürünleri, 

1ul’de 20ng olacak şekilde nükleazsız suyla seyreltildi. cDNA sentez ürünlerinin 

seyretilmesi Çizelge 4.7’de gösterildi.  

Çizelge 4.7. cDNA sentez ürünlerinin seyreltilmesi 

Örnek cDNA sentez ürün 
miktarı 

Seyreltme-eklenecek 
nükleazsız su miktarı 

Son konsantrasyon 

AGS hücre hattı 
ve  T1, T3, T5, 

T6 dokular 

 
20ul’de 1000ng 

 
30ul 

 
50ul’de 1000ng 

20ng/ul 
T4 dokusu 20ul’de 500ng 5ul 25ul’de 500ng 

20ng/ul 
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4.7. Kantitatif  Gerçek Zamanlı PZR ile Olgun MiRNA Ifadesinin Analizi 

Gerçek zamanlı PZR, gen ifadesinin analizini sağlayan güvenli kantitatif bir 

yöntemdir. Bu yöntemde, PZR ürün konsantrasyonunu floresans yoğunluğuyla 

ilişkilendiren çeşitli floresan boyalar veya hibridizasyon probları kullanılmaktadır 

(Wong and Medrano, 2005).  

Gerçek zamanlı PZR, doğrusal zemin fazı,  üssel faz,  doğrusal faz ve plato 

fazı olmak üzere dört fazdan oluşmaktadır (Şekil 4.7). Doğrusal zemin fazında (ilk 

10-15 döngü) PZR yeni başlamakta ve floresan sinyal, arka planı aşamadığından 

sadece arka plan floresansı tespit edilebilmektedir. Erken üssel fazda, floresan 

seviyesi, arka plan floresansından daha yüksek bir eşiğe (threshold) ulaşmaktadır. 

Floresansın bu eşiğe ulaştığındaki döngü, Ct veya Cq (döngü eşiği) olarak 

tanımlanmaktadır. Bu değer, başlangıçtaki kopya sayısına karşılık gelmektedir. Üssel 

faz boyunca, her döngüden sonra DNA miktarı iki katına çıkmaktadır. Ancak PZR 

bileşenlerinin etkinlik ve miktarlarının azalmasıyla reaksiyon yavaşlamaya başlar. 

Böylece DNA her döngüde iki katına çıkamayacağından reaksiyon doğrusal faza 

geçer. Reaksiyon bileşenlerinin tamamen tükenmesiyle ürün oluşamadığı için 

reaksiyon, floresan seviyesinde artışın olmadığı bir plato fazında ilerler (Şekil 4.2) 

(Wong ve Medrano, 2005).  

 

 Şekil 4.2. Gerçek Zamanlı PZR fazları (Wong ve Medrano, 2005) 

Taban çizgisi (base line), tespit seviyesinin altındaki floresans sinyalinin 

döngü sayısıdır. Eşik (thresold), ürün floresan artışından önceki spesifik olmayan 

floresans değeridir (Arısmendry ve Castellanos, 2011).  
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Gerçek zamanlı PZR reaksiyonundan elde edilen veriler, kesin  ve göreceli 

olarak ölçülebilmektedir. Kesin ölçüm, gen ifade miktarının sayısal (ürün kopya 

sayısı) olarak belirlenmesinde kullanılmaktadır. Bunun için konsantrasyonu bilinen 

bir örneğin bir seri dilüsyon standartları kullanılarak bir standart eğri oluşturulur. 

Miktarı bilinmeyen örneklerin Ct değerleri, bu standart eğriyle karşılaştırılarak  ürün 

miktarı belirlenebilmektedir. Göreceli ölçüm, gen ifadesinin olup olmadığını 

belirlemek ve örnekler arasında gen ifade değişikliklerini karşılaştırmak için 

kullanılmaktadır. Bir örnekteki (örneğin tümörlü doku) gen ifade değişiklikleri, 

kalibratör (normal doku) olarak bilinen bir referans örnekle karşılaştırılarak 

belirlenir. Karşılaştırmalı Ct yöntemi (2-∆∆ct), test (tümör dokusu) ve referans (normal 

doku) örnekler arasındaki gen ifade değişimlerinin (kat değişimlerini) 

belirlenmesinde kullanılmaktadır. Her örnek için kullanılacak RNA miktarlarındaki 

farklılıkları düzeltmek ve PZR kurulumu ve döngü süreçlerinin neden olduğu 

değişimleri azaltmak üzere referans genler, PZR’i normalize etmek için 

kullanılmaktadır. Referans gen olarak GAPDH (gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz), 

β-aktin ve 18S rRNA gibi internal genler kullanılmaktadır. Çünkü bu genler tüm 

dokularda benzer oranlarda ifade edilmekte ve herhangi bir tedavi sürecinde ifadeleri 

genellikle sabit kalmaktadır. Bu yöntemde test (tümör doku) ve referans (normal 

doku) örneklerden elde edilen hedef genin Ct değerleri, doğrudan bir internal gene 

normalize edilir. Yani ilk önce test ve referans örnekler için hedef gen ve internal 

genin Ct değerleri arasındaki fark (∆Ct) hesaplanır. Ardından hedef ve referans 

örneklerin ΔCt değerlerinin farkı (ΔΔCt) hesaplanır. Burda hedef örneğin ∆Ct’si 

referans örneğinin ∆Ct’sine normalize edilir. İki örnek arasındaki hedef genin 

ifadesindeki kat değişimi,  2(-∆∆t) ile  bulunur (Rao ve diğ., 2013, Wong ve Medrano, 

2005). 

∆Ct (test örnek ) = Ct (hedef gen) – Ct (internal gen)        

∆Ct (referans örnek) = Ct (hedef gen) – Ct (internal gen)   

ΔΔCt = ∆Ct (test örnek) - ∆Ct (referans örnek)      

2(-∆∆t)  = hedef gen kat değişimi        
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AGS hücre hattına kıyasla polimorfik cagA’ya sahip suşlarla enfekte kanserli 

mide dokularında miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p ifade değişimlerinin 

analizi için gerçek zamanlı PZR, SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit kullanılarak 

gerçekleştirildi. AGS hücre hattı, H. pylori enfeksiyonu içermediğinden kontrol 

grubu olarak kullanıldı. Normalizasyon için ise RNU6-1 tercih edildi. Reaksiyonda 

kullanılacak reaktifler ve miktarları Çizelge 4.8’de, reaksiyon koşulları ise  Çizelge 

4.9’da gösterildi.  

Çizelge 4.8. Gerçek zamanlı-PZR’da kullanılacak reaktifler 

Reaktif Stok 
Konsantrasyon 

Kullanılan 
Miktar 

Çalışılan 
Konsantrasyon 

SensiFAST SYBR® Non-ROX Karışımı 2X 5ul 1X 

MystiCq mikroRNA qPZR Deneme  
Primer  

10uM 0,4ul 400nM 

MystiCq Evrensel PZR Primer  10uM 0,4ul 400nM 
cDNA 20ng/ul 1ul 20ng 

Nükleazsız su - 3,2ul - 
Toplam hacim - 10ul - 

Çizelge 4.9. Gerçek zamanlı-PZR reaksiyon koşulları 

Ön inkübasyon 95	  °C  2dk 

Denatürayon 

 

Bağlanma 

95 °C 5sn 

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  40X	  

60	  °C  30sn 
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5.BULGULAR  

5.1 PZR ile CagA 3’ Değişken Bölge ve Dizi Varyasyonlarının Saptanması 

H. pylori’ye özgü primerlerle gerçekleştirilen PZR reaksiyon sonucunda altı 

kanserli mide dokusunun H. pylori’yle enfekte olduğu belirlendi (Şekil 5.1. Şekil 5.2. 

Şekil 5.3).  

PZR sonucunda cagA 3’ değişken bölge, üç kanserli mide dokusundan izole 

edilen suşlarda tespit edildi. Böylece altı kanserli mide dokusundan üçünün cagA 

pozitif, diğer üçünün ise cagA negatif olduğu belirlendi. CagA 3’ değişken bölgenin, 

iki kanserli mide dokusundan izole edilen suşlar için ~554bç’lik tek bantlı PZR 

ürünü ve tek kanserli mide dokusundan izole edilen suşlar için ise ~554bç’lik ve 

~745bç’lik çift bantlı PZR ürünü 2%’lik agaroz jelde gözlemlendi. Bu çift bantlı 

ürün sonucuna göre, bir kanserli mide dokusunun en az iki çeşit suş içerdiği 

düşünülmektedir. CagA 3’ değişken bölgenin ürün boyutu, EPIYA motifinin tahmin 

edilmesine olanak sağlamaktadır. Buna bağlı olarak cagA 3’ değişken bölgenin 

~554bç’lik PZR ürününün ABC EPIYA motifini, ~745bç’lik ürününün  ise ABCCC 

EPIYA motifini içerdiği tahmin edilmektedir (Şekil 5.1). 

CagA’ nın 3’ değişken bölgesinde R1, R2 ve R3 tekrarlarını kapsayan 

bölgenin varlığı, PZR sonucunda üç kanserli mide dokusundan izole edilen suşlarda 

tespit edildi. R1, R2 ve R3 tekrarlarını kapsayan bölgenin, iki kanserli mide 

dokusundan izole edilen suşlar için ~651bç’lik tek bantlı PZR ürünü, bir kanserli 

mide dokusundan izole edilen suşlar için ise ~651bç’lik ve ~810bç’lik çift bantlı 

PZR ürünü %2’lik agaroz jelde gözlemlendi. Böylece üç kanserli mide dokusundan 

ikisinin A tipi (~651bç) tek tip suş, birinin ise A ve C (~810bç) tipi olmak üzere iki 

çeşit suş içerdiği belirlendi (Şekil 5.1).  
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Şekil 5.1. PZR ile cagA 3’ değişken bölgenin ve R1, R2, R3 gibi farklı tekrarları kapsayan bölgenin 
saptanması; 1 ve 9 kuyucuklar uzunluk belirteci 100bç Marker, T13’-T63’ dokulardan T23’, T33’ ve 
T53’ dokular cagA 3’ değişken bölge için (+), T1R’-T6R’ dokulardan T2R’, T3R’ ve T5R’ dokular 
cagA 3’ bölgede R1,R2, R3 tekrarları kapsayan bölge  için (+), 8 ve 16 kuyucuklar negatif kontrol 
(NK) 

EPIYA motiflerinin varlığını, tipini ve tekrar sayısını saptamak için PZR 

reaksiyonu  gerçekleştirildi. CagA pozitif iki kanserli mide dokusundan izole edilen 

suşların, cagA P1 motifi için 264bç’lik ve 291bç’lik, P2 motifi için 309bç’lik ve P3 

motifi için 468bç’lik PZR ürünleri %2’lik agaroz jelde gözlemlendi. Böylece bu 

suşların, cagA ABC EPIYA motifini içerdiği belirlendi. CagA pozitif bir kanserli 

mide dokusundan izole edilen suşların ise cagA P1 motifi için 264bç’lik, P2 motifi 

için 309bç’lik, P3 motifi için diğerlerinden farklı olarak 672bç’lik PZR ürünleri 

%2’lik agaroz jelde gözlemlendi. Böylece bu suşların, cagA AB ve ABC EPIYA 

motifleri içerdiği belirlendi. CagA 3’ değişken bölgenin boyutuna bağlı olarak bu 

dokunun, cagA ABC ve ABCCC EPIYA motiflerine sahip iki çeşit suşu içerdiği 

tahmin edilmekteydi. Ancak EPIYA motiflerini belirlemek için gerçekleştirilen PZR 

sonucunda,  P3 motifinin (C motifi)  468bç’lik ve 570bç’lik ürünleri tespit edilemedi  

(Şekil 5.2).  

~544bç 
3’bölge 

~745bç 3’ 
bölge  

~651bç 
A-tipi 
cagA 

~810bç	  C	  
tipi	  cagA	  



 
	  

45 

 
Şekil 5.2. PZR ile EPIYA motiflerinin saptanması; 1 ve 8 kuyucuklar uzunluk belirteci 100bç Marker,  
T2 ve T3 dokular p1, p2 ve p3 motifler için (+), T1 ve T4 dokular p1, p2 ve p3 motifler için (-) 

 

 
Şekil 5.2. PZR ile  EPIYA motiflerinin saptanması; 1.kuyucuk uzunluk belirteci 100bç Marker, T5 
dokusu p1, p2 ve p3 motifler için (+), T6 dokusu p1, p2 ve p3 motifler için (-),  P1NK, P2NK, P3NK 
ise P1, P2, P3 için negatif kontrol (NK) 

 

291bç p1-
A motifi 

309bç p2 –B 
motif 

468bç p3-
C motif 

	  

264bç 
p1-A 
motif 

672bç p3 –
C motif 

309bç 
p2-B 
motif 

264bç p1- A 
motif	  

309bç p2-
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468bç p3-
C motif 



 
	  

46 

 
Şekil 5.3. H. pylori vacA m2 bölgeleri; 1. kuyucuk uzunluk belirteci 100bç marker, T1, T4, T6 
dokuları vacA m2 bölgesi için (+) 

5.2. Kanserli Mide Dokularında Olgun MiRNA İfade Değişiminin Belirlenmesi 

AGS hücre hattına kıyasla H. pylori pozitifliği tespit edilen altı kanserli mide 

dokusundaki miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p ifadelerinin değişimi, SYBR 

Green floresan boya kullanılarak Gerçek Zamanlı PZR ile incelendi. H. pylori 

enfeksiyonu içermeyen AGS hücre hattı kontrol grubu olarak kullanıldı. AGS hücre 

hattına kıyasla H. pylori ve polimorfik cagA varlığında kanserli mide dokularındaki 

miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p ifadelerinin kat değişim miktarı Tablo 5.1, 

Tablo 5.2 ve Tablo 5.3’te verildi. Ayrıca  miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p  

ifadelerinin kat değişim miktarı Şekil 5.4, Şekil 5.5 ve Şekil 5.6’de grafik olarak 

gösterildi.  

AGS hücre hattına kıyasla H. pylori pozitif altı kanserli mide dokusunun 

beşinde miR-200a-3p ifadesinin azaldığı; birinde ise çok az bir artış gösterdiği 

gözlemlendi. CagA negatif kanserli mide dokularına kıyasla cagA pozitif kanserli 

mide dokularında miR-200a-3p ifadesinin daha fazla azaldığı belirlendi. AGS hücre 

hattına kıyasla ABC EPIYA motifli A-tipi cagA’yı içeren iki kanserli mide 

dokusundan birinde miR-200a-3p’ nin 0,026 kat; diğerinde ise 0,15 kat daha az ifade 

edildiği tespit edildi. AGS hücre hattına kıyasla AB EPIYA motifli A ve ABC 

EPIYA motifli C tipi cagA’ları içeren bir kanserli mide dokusunda ise miR-200a-3p’ 

nin 0,064 kat daha az ifade edildiği bulundu (Çizelge 5.1 ve Şekil 5.4).  

 

 

346bç 
vacA m2 
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Çizelge 5.1.  AGS hücre hattına kıyasla kanserli mide dokularında miR-200a-3p ifadesinin değişimi 

Örnek Doku 
ΔCq 

Değeri 

Kontrol 
(AGS) 
ΔCq 

Değeri 

ΔΔCq 2(-ΔΔCq) 

Ekspresyon 
kat 

değişimi 

Kat 
maksimum 

hata 

Kat 
minimum 

hata 

AGS hücre hattı 
H. pylori (-) 

 6,60 0 1 0,094294 
 

0,086169 

T1 doku 
 cagA(-) 

6,53 6,60 -0,07 1,049 0,052188 0,049717 

T2 doku  
ABC EPIYA 
motifli  A-tipi 

cagA 

11,88 6,60 5,28 0,026 0,002533 0,002307 

T3 doku 
 AB EPIYA 

motifli A ve ABC 
EPIYA motifli 

C tipi cagA 

10,56 6,60 3,96 0,064 0,002266 0,002189 

T4 doku 
 cagA (-) 

8,57 6,60 1,97 0,256 0,039109 0.033929 

T5 doku 
 ABC EPIYA 
motifli A tipi 

cagA 

9,32 6,60 2,72 0,15 0,004825 0,004677 

T6 doku  
cagA (-) 

8,55 6,60 1,95 0,259 0,00454 0,004462 

 

 
Şekil 5.4.  AGS hücre hattına kıyasla mide kanser dokularında  miR-200a-3p ifadesinin değişimi 
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AGS hücre hattına kıyasla H. pylori enfekte altı kanserli mide dokusunda 

miR-29a-3p ifadesinin azaldığı belirlendi. CagA negatif kanserli mide dokularına 

kıyasla cagA pozitif kanserli mide dokularında miR-29a-3p ifadesinin daha fazla 

azaldığı tespit edildi. AGS hücre hattına kıyasla ABC EPIYA motifli A-tipi cagA 

pozitif iki kanserli mide dokusunda miR-29a-3p’ nin 0,03 kat daha az ifade edildiği 

bulundu. AGS hücre hattına kıyasla AB EPIYA motifli A ve ABC EPIYA motifli C 

tipi cagA’lar için pozitif bir kanserli mide dokusunda miR-29a-3p’ nin 0,015 kat 

daha az ifade edildiği belirlendi (Çizelge 5.2 ve Şekil 5.5).  

Çizelge 5.2. AGS hücre hattına kıyasla kanserli mide dokularında miR-29a-3p ifadesinin değişimi 

Örnek Doku 
ΔCq 

Değeri 

Kontrol 
(AGS) 
ΔCq 

Değeri 

ΔΔCq 2(-ΔΔCq) 

Ekspresyon 
kat değişimi 

Kat 
maksimu
m hata 

Kat 
minimum 

hata 

AGS hücre hattı  
H. pylori (-) 

 4,01 0 1 0,086735 0,079812 

T1 doku  
cagA(-) 

5,47 4,01 1,46 0,36 0,012819 0,012382 

T2 doku  
ABC EPIYA motifli A 

tipi cagA 

8,92 4,01 4,91 0,033 0,00082 0,0008 

T3 doku  
AB EIYA motifli A ve 
ABC EPIYA motifli C-

tipi cagA’lar 

10,03 4,01 6,02 0,015 0,000654 0,000628 

T4  
doku cagA (-) 

4,65 4,01 0,64 0,644 0,029676 0,028369 

T5 doku   
ABC EPIYA motifli A 

tipi cagA 

8,97 4,01 4,96 0,032 0,000112 0,000112 

T6 doku  
cagA (-) 

8,35 4,01 4,34 0,049 0,001925 0,001853 

 

 
Şekil 5.5. AGS hücre hattına kıyasla kanserli mide dokularında miR-29a-3p ifadesinin değişimi 
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AGS hücre hattına kıyasla H. pylori enfekte altı kanserli mide dokusunda 

miR-223-5p ifadesinin arttığı gözlemlendi. ABC EPIYA motifli A-tipi cagA’ya 

sahip suşlarla enfekte iki kanserli mide dokusunun birinde miR-223-5p ifadesinin 

diğer kanserli mide dokularına kıyasla daha fazla arttığı belirlendi. AGS hücre 

hattına kıyasla bu kanserli mide dokusundaki miR-223-5p ifadesinin 8 kat daha fazla 

olduğu tespit edildi. AGS hücre hattına kıyasla AB EPIYA motifli A ve ABC EPIYA 

motifli  C tipi cagA’lar için pozitif kanserli mide dokusunda ve ABC EPIYA motifli 

A tipi cagA pozitif kanserli mide dokusunda, miR-223-5p’ nin sırasıyla 3,3 ve 2,77 

kat daha fazla ifade edildiği bulundu (Çizelge 5.3., Şekil 5.6). 

Çizelge 5.3. AGS hücre hattına kıyasla kanserli mide dokularında miR-223-5p ifadesinin değişimi 

Örnek Doku 
ΔCq 

Değeri 

Kontrol 
(AGS)  
ΔCq 

Değeri 

ΔΔCq 2(-ΔΔCq) 

Ekspresyon 
kat 

değişimi 

Kat 
maksimum 

hata 

Kat 
minimum 

hata 

AGS hücre hattı  
H. pylori (-) 

 13,44 0 1 0,125058	   0,11157	  

T1 doku  
cagA (-) 

12,75 13,44 -0,69 1,6 0,103847	   0,097567	  

T2 doku  
ABC EPIYA motifli 

A-tipi cagA 

10,44 13,44 -3,01 8 0,42837	   0,40667	  

T3 doku  
AB EPIYA motifli 

ve ABC EPIYA 
motifli C tipi 

cagA’lar 

11,72 13,44 -1,73 3,3 0,011477	   0,011437	  

T4 doku  
cagA (-) 

11,37 13,44 -2,07 4,19 0,492473	   0,440776	  

T5 doku   
ABC EPIYA motifli 

A-tipi cagA 

11,97 13,44 -1,47 2,77 0,117639	   0,112847	  

T6 doku  
cagA (-) 

11,49 13,44 -1,95 3,86 0,605403	   0,523394	  

 

 
Şekil 5.6. AGS hücre hattına kıyasla kanserli mide dokularında miR-223-5p ifadesinin değişimi 
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AGS hücre hattına kıyasla polimorfik cagA pozitif kanserli mide dokularında 

miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p ifadesinin kat değişimi Çizelge 5.4’te 

gösterildi.  

Çizelge 5.4. miR-200-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p ifadesinin kat değişimi 

Polimorfik cagA pozitif dokular MiRNA AGS hücre hattına kıyasla 
kat değişimi 

ABC EPIYA motifli A-tipi cagA pozitif 
doku 

miR-200a-3p 0.026 

AB EPIYA motifli A ve ABC EPIYA 
motifli C-tipi cagA pozitif doku 

miR-200-3p 0.064 

 

ABC EPIYA motifli A-tipi cagA pozitif 
doku 

miR-200-3p 0.15 

ABC EPIYA motifli A-tipi cagA pozitif 
doku 

miR-29a-3p 0.03 

AB EPIYA motifli A ve ABC EPIYA 
motifli C-tipi cagA pozitif doku 

miR-29a-3p 0.015 

ABC EPIYA motifli A-tipi cagA pozitif 
doku 

miR-29a-3p 0.03 

ABC EPIYA motifli A-tipi cagA pozitif 
doku 

miR-223-5p 8 

AB EPIYA motifli A ve ABC EPIYA 
motifli C-tipi cagA pozitif doku 

miR-223-5p 3.3 

ABC EPIYA motifli A-tipi cagA pozitif 
doku 

miR-223-5p 2.77 
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6. TARTIŞMA 

H. pylori cagA, mide kanser gelişimiyle ilişkilendirilmiş bir virülans 

faktördür (Peek ve Blaser, 2002). CagA proteini, fosforilasyona bağımlı ve bağımsız 

bir şekilde hücredeki birçok molekülle etkileşerek hücre çoğalmasının artması, 

apoptozun baskılanması gibi birtakım hücresel değişikliklere neden olmaktadır 

(Cover, 2016). CagA geninin, 3’ değişken bölgedeki R1, R2 ve R3  tekrarlarına bağlı 

olarak (A-D) dört farklı yapıya sahip olduğu saptanmıştır. Bunlardan C-tipi cagA 

yapısına sahip suşların, mide kanserli hastalarda daha yaygın olduğu ve şiddetli 

atrofik gastrite neden olduğu gösterilmiştir (Yamaoka ve diğ., 1998). Ayrıca cagA 3’ 

değişken bölgede farklı tip ve sayıda EPIYA (A-B-C) motiflerinin varlığı bildirilmiş 

ve bunlardan EPIYA-C motif tekrarındaki artışın mide kanser riskini artırdığı ortaya 

konulmuştur (Nagase ve diğ., 2015). Bu çalışmada cagA pozitifliği tespit edilmiş üç 

mide kanserli dokudan ikisinin, ABC EPIYA motifli A-tipi cagA’ya sahip tek tip 

şuşu; birinin ise AB EPIYA motifli A ve ABC EPIYA motifli C tipi cagA’lara sahip 

iki çeşit suşu içerdiği belirlendi. CagA 3’ değişken bölgenin PZR ürün boyutu, 

EPIYA motifinin belirlenmesine olanak sağlamaktadır (Argent ve diğ.,  2005). Buna 

bağlı olarak AB ve ABC EPIYA motifli cagA’ları içerdiği belirlenen suşların, cagA 

3’ değişken bölgenin ürün boyutuna bağlı olarak ABC ve ABCCC EPIYA motifli 

cagA’ları içermesi beklenmekteydi. Ancak EPIYA motiflerinin belirlenmesi için 

gerçekleştirilen PZR’da iki EPIYA-C motifi (468bç ve 570bç’lik) tespit edilemedi. 

Bu motiflerin tespit edilememesi, EPIYA-C motiflerini içeren dizilerin primerler 

tarafından tanınamayacak alternatif sekanslara sahip olabilmesinden kaynaklanabilir 

(Argent ve diğ., 2005). Ayrıca 3’ değişken bölgedeki insersiyonlar ve delesyonlar, 

cagA 3’ değişken bölge PZR ürün boyutunu değiştirebilmektedir (Argent ve diğ., 

2005). Bu nedenle AB ve ABC motiflerini içerdiği belirlenen cagA 3’ bölgelerde 

insersiyonlar meydana gelmiş olabilir. Bu sonuçlara bağlı olarak EPIYA-C 

motiflerin veya insersiyonların varlığının belirlenebilmesi için dizi analizi gereklidir.  
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Mide kanserinde miR-200a ifadesinin önemli ölçüde azaldığı tespit edilmiştir 

(Chen ve diğ., 2013). Ancak bir çalışmada miR-200a’ nın iki farklı transkriptinden 

biri olan miR-200a-3p ifadesinin mide kanserinde arttığı bildirilimiştir (Chen ve diğ., 

2015). MiR-200a’ nın b-katenini ve ZEB1/ZEB2 kompleksini hedefleyerek 

çoğalmayı, migrasyon, invazyon ve metastazı baskıladığı gösterilmiştir (Cong ve 

diğ., 2013). H. pylori enfekte insan mide mukozasında miRNA ekspresyon profilini 

belirlemek için yürütülen bir çalışmada, miR-200a ifadesinin azaldığı bulunmuştur 

(Matsushima ve diğ., 2011). Ancak bu zamana kadar polimorfik cagA pozitif 

kanserli mide dokularında miR-200a-3p ifadesindeki değişimin analizine yönelik 

literatürde bir çalışma bulunmamaktadır. Bu çalışmada AGS hücre hattına kıyasla 

cagA 3’ değişken bölgesinde dizi varyasyonlarına sahip suşlarla enfekte kanserli 

mide dokularında miR-200a-3p ifadesinin azaldığı belirlendi. Bu sonuca ve daha 

önceki çalışmalara göre miR-200a-3p’ nin, tümör baskılayıcı bir fonksiyona sahip 

olup  3’ bölgede dizi varyasyonları içeren cagA virülans faktör varlığında ifadesinin 

azalabileceği düşünülmektedir.  

Mide kanserinde miR-29a ifadesindeki azalmanın kanser gelişimini ve 

ilerlemesini teşvik ettiği bildirilmiştir. Bu nedenle miR-29a, mide kanserinde tümör 

baskılayıcı bir role sahiptir. MiR-29a’ nın potansiyel hedefleri arasında Robo1, 

VEGF-A, p42.3 ve ITGB1 yer almaktadır. MiR-29a’ nın, bu genlerin ifadesini 

azaltarak çoğalmayı, migrasyon, invazyon ve metastazı baskıladığı bildirilmiştir 

(Chen ve diğ., 2014,  Cui ve diğ., 2011, He ve diğ., 2016, Liu ve diğ 2015). MiR-

29a’ nın iki farklı transkriptinden biri olan miR-29a-3p’ nin mide kanserinde önemli 

ölçüde azaldığı bulunmuştur. MiR-29a-3p’ nin G1/S geçişinde görevli siklinD1, 

CDK2, CDK4 ve CDK6 ifadelerini azaltarak çoğlamayı baskıladığı gösterilmiştir. 

Ayrıca miR-29a-3p’ nin mide kanser hücrelerinin migrasyon ve invazyonunu 

baskıladığı ortaya konulmuştur. ITGA6  ve DNMT3A, miR-29a-3p’ nin potansiyel 

hedefleri olarak gösterilmiştir (Zhao ve diğ., 2015). Ancak bu zamana kadar H. 

pylori enfekte kanserli mide dokularında ve özellikle polimorfik cagA varlığında 

miR-29a-3p ifadesindeki değişimin analizine yönelik literatürde bir çalışma 

bulunmamaktadır. Bu çalışmada AGS hücre hattına kıyasla cagA 3’ dizi 

varyasyonlarına sahip suşlarla enfekte kanserli mide dokularında miR-29a-3p 

ifadesinin azaldığı tespit edildi. AGS hücre hattına kıyasla ABC EPIYA motifli A-

tipi cagA pozitif iki kanserli mide dokusunda miR-29a-3p ifadesinin benzer oranda 
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azaldığı gözlemlendi. AGS hücre hattına kıyasla AB EPIYA motifli A ve ABC 

EPIYA motifli  C tipi cagA’lar için pozitif kanserli mide  dokusunda miR-29a-3p’ 

nin daha fazla azaldığı bulundu. Bu sonuçlara göre 3’ bölgedeki dizi varyasyonlarına 

bağlı patojenik aktivitesi artan cagA’ nın varlığında miR-29a-3p ifadesinin daha 

fazla azalacağı tahmin edilmektedir.   

Mide kanserinde onkogenik bir fonksiyona sahip miR-223’ün FBXW7’yi 

hedefleyerek çoğalmayı teşvik etmesi ve apoptozu baskılamasıyla mide kanseri ve 

ilaç direncinin gelişmesine katkıda bulunduğu bildirilmiştir (Li ve diğ., 2012, Zhou 

ve diğ., 2015). Ayrıca kanser metastazının baskılanmasında önemli rol oynayan 

EPB41L3’ün, miR-223’ün hedefi olduğu tespit edilmiştir (Li ve diğ., 2011). H. 

pylori enfekte normal mide ve mide kanser dokularında, miR-223 ifadesinin arttığı 

bulunmuştur (Ma ve diğ., 2013). Özellikle miR-223 ifadesindeki artışa bağlı mide 

kanseri ve ilaç direncinin gelişmesinde H. pylori enfeksiyonunun önemli rol 

oynayacağı ileri sürülmüştür (Zhou ve diğ., 2015). Ancak polimorfik cagA pozitif 

kanserli mide dokularında miR-223-5p ifadesindeki değişimin analizine yönelik 

literatürde bir çalışma bulunmamaktadır. Bu çalışmada AGS hücre hattına kıyasla 

cagA 3’ dizi varyasyonlarına sahip suşlarla enfekte kanserli mide  dokularında  miR-

223-5p ifadesinin arttığı belirlendi. Bu sonuçlara göre polimorfik cagA’ nın 

varlığında miR-223-5p ifadesinin artacağı düşünülmektedir.  

Bu çalışmada sınırlı sayıda örnek kullanılmıştır. Elde edilen bu sonuçların  

istatistiksel olarak anlamlandırılabilmesi için örnek sayısının artırılması gereklidir. 

Ayrıca polimorfik cagA pozitif kanserli mide dokularında bu miRNA’ların 

hedeflediği genlerin ifadesinin analizi, polimorfik cagA’ nın bu miRNA’ların 

ifadesine etkisinin belirlenmesinde etkili olacaktır.  

Bu çalışmada az sayıda örnek kullanılmasına rağmen AGS hüce hattına 

kıyasla dizi varyasyonlarına sahip cagA pozitif kanserli mide dokularında miR-200a-

3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p miRNA’larının ifadesindeki değişikliklerin 

gözlemlenmesiyle polimorfik cagA’ nın bu miRNA’lar üzerinde etkili olabileceği 

düşünülmektedir. Ayrıca cagA dışında diğer H. pylori virülans faktörlerin de bu 

miRNA’ların ifadesinin düzenlenmesine katkıda bulunabileceği tahmin edilmektedir. 

Dizi varyasyonlarına sahip cagA’ nın miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p 

ifadelerine etkisinin tam ortaya konulabilmesi için polimorfik cagA’ nın vektöre 

klonlanıp hücre hatlarına transfekte edildikten sonra bu miRNA’ların ifadesindeki 
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değişikliklerin incelenmesine gerek duyulmaktadır. Ayrıca bu hücre hatlarında, 

miRNA’ların hedef genlerinin ifadesinin de değerlendirilmesi yararlı olacaktır. H. 

pylori cagA virülans faktörün, let-7 dahil birkaç miRNA ifadesini epigenetik 

mekanizmalarla baskıladığı tespit edilmiştir (Irmak-Yazicioglu MB, 2016, Hayashi 

ve diğ., 2013). Özellikle dizi varyasyonlarına sahip cagA pozitif kanserli mide 

dokularında miR-200a-3p ve miR-29a-3p ifadelerindeki azalmanın belirlenmesi 

polimorfik cagA’ nın, bu miRNA’ların epigenetik düzenlenmesinde rol 

oynayabileceğini düşündürmektedir. Bu nedenle polimorfik cagA’ nın, bu 

miRNA’ların epigenetik düzenlenmesindeki rolünün  araştırılması yararlı olacaktır.  

CagA’ nın 3’ değişken bölgesinde EPIYA motifleri dışında CRPIA motiflerin 

varlığı da bildirilmiştir. CagA’ nın CRPIA motiflerine bağlı biyolojik etkinliğinin, 

EPIYA motiflerine ve onun fosforilasyonuna bağlı etkinliğinden önemli ölçüde farklı 

olduğu düşünülmektedir (Suzuki ve diğ., 2009). CagA’ nın 3’ değişken bölgesi 

dışında transkripsiyon başlama bölgesi yakınlarındaki belirli bir motifin yüksek 

seviyede cagA’ya  neden olduğu ve mide kanser riskini artırdığı bildirilmiştir. Ayrıca 

yüksek hidrojenaz aktivitesine sahip suşların konak hücrelere daha fazla cagA 

translokasyonuna neden olduğu ve mide kanser riskini artırdığı tespit edilmiştir. Bu 

sonuçlara göre cagA’ nın patojenliğini etkileyecek  3’ bölgedeki EPIYA motifleri, 

R1, R2, R3 tekrar bölgeleri dışındaki diğer dizi varyasyonlarının ve virülans 

faktörlerin miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p ifadelerini etkileyebileceği 

düşünülmektedir.  

 Sonuç olarak polimorfik cagA’ nın, miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-

5p miRNA’larının ifadesini etkileyebileceği düşünülmektedir. Ancak cagA dışında 

diğer virülans faktörlerin ve hücresel moleküllerin de bu miRNA’lar üzerinde etkili 

olabileceği tahmin edilmektedir.  
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