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KISALTMALAR

ABD : Amerika Bilesik Devletleri

AGS : Insan Kafkasya gastrik adenokarsinomasi
Ago2 : Argonaute 2

ATCC : Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu
BabA2 : Kan grubu antijen baglayici adhezin
Bcl-2 : B-hiicre lenfoma 2

B¢ : Baz gifti

CagA : Sitotoksin iligkili gen A

Cag7 : Sitotoksin iligkili gen 7

Cag PAI : Sitotoksin iligkili gen Patojenite Adas1
CCN : Siklin

CDK : Siklin bagimli kinaz

CHK2 : Kontrol noktasi kinaz 2

C. pylori : Campylobacter pylori

CO, : Karbon dioksit

CSK : C-terminal SRC kinaz

DNA : Deoksiribo Niikleik asit

DNMT3A : DNA metiltransferaz 3A

dNTP : Deoksiribontikleotitfosfat

DMEM/ F-12 : Dulbecco’s Modified Eagle Medium/F-12 Nutrient Karisim (Ham)
DMSO : Dimetil siilfoksit

DGCRS : DiGeorge sendrom kritik bolge 8
ECM : Ekstraseliiler matrikse

EDTA : Etilen diamin tetra asetik asit
EMT : Epitelyal-Mezenkimal Gegis

EPB41L3 : Protein 4.1B/akciger-1 adenokarsinomunda farkli sekilde ifade
edilen (Dal-1)),

EPIYA : Glutamik asit -Prolin-Izolosin-Tirozin-Alanin

Erk : Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz
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: Etidyum Bromid
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: Integrin B1
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: Matriks metalloproteinaz 9
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: Prekiirsor miRNA

: Primer-miRNA
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SCF : Skp, Cullin, F-kutusu iceren kompleks

SHP2 : Src homoloji 2 (SH2) igeren protein-tirozin fosfataz-2
STMN1 : Stathmin 1

TBE : Tris - Borik asit- EDTA

TGF-8 : Transforme edici biliylime faktorii beta

T4SS : Tip IV salgilama sistemi

TnpA : Transpozaz A

TnpB : Transpozaz B

TRBP : Trans-aktivasyon tepkisi RNA-baglayici protein
UTR : Translasyona ugramayan bolge

VacA : Vakuolizasyon sitotoksin A

VEGF-A : Vaskiiler endotelyal biiylime faktor A
ZEB1/ZEB2 : Cinko parmak E-kutu baglama homeobox 1/2
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OZET

MIDE KANSERINDE POLIMORFIiK HELICOBACTER PYLORI CagA
GENOTIPLERINDE MIR-200a-3p, MIR-223-5p ve MIR-292a-3p
EKSPRESYON ANALIZI

Mide kanseri, diinyada en yaygin besinci malignite olup kansere bagh
oliimlerin 6nde gelen {igiincli nedenidir. Helicobacter pylori, mide kanser gelisimiyle
iliskili cagA virlilans faktorii icermektedir. CagA geninin 3’ degisken bolgesindeki
dizi varyasyonlariin (A, B, C EPIY A motiflerinin sayist ve R1, R2, R3 bolgelerinin
organizasyonuyla olusan A, B, C ve D cagA yapis1) mide kanser riskini etkiledigi
saptanmugtir. Ozellikle birden fazla EPIYA-C motifi igeren C-tipi cagA’ya sahip
suslarin, mide kanser riskini artirdigr gosterilmistir. Helicobacter pylori viriilans
faktor cagA’ nin, let-7 dahil birgcok miRNA ifadesini degistirdigi tespit edilmistir. Bu
calismada kanserli mide dokularindan izole edilen Helicobacter pylori suslariin
cagA geninin 3’ degisken bolgesindeki dizi varyasyonlarmi saptamak iizere PZR
analizi yapildi. Helicobacter pylori enfekte kanserli mide dokularinda, miR-200a-3p,
miR-223-5p ve miR-29a-3p miRNA’larinin ifade degisimi kantitatif ger¢cek zamanl
PZR ile analiz edildi. CagA 3° degisken bolgedeki dizi varyasyonlarmma (ABC
EPIYA motifli A-tipi cagA ve AB-ABC EPIYA motifli A ve C tipi cagA) sahip
suslarla enfekte dokularda, miR-29a-3p ve miR-200a-3p ifadesinin azaldigi, miR-
223-5p ifadesinin ise arttig1 belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Helicobacter pylori, polimorfik cagA, miRNA, mide kanseri
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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 EPIY A motif A
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1. GIRIS

1.1. Mide Kanseri

Mide, anatomik sinir ve histolojik farkliliklara gore kardia, fundus, govde,
pilor ve antrum seklinde anatomik alt boliimlerden olugsmaktadir (Sekil 1.1) (Karimi

ve dig., 2014).

Sekil 1.1. Mide anatomik alt bdliimleri (Peek ve Blaser, 2002)

Mide kanserlerinin yaklasik %90’1, midenin mukozasindan veya midenin
ylizeysel bezlerinden gelisen adenokarsinomalardir. Mukoza g¢evresindeki kaslardan
gelisen leiomyosarkoma ve midenin lenfoid dokularindan gelisen mukoza-iligkili
lenfoid doku (MALT) lenfomalar, mide kanserlerinin geri kalan yiizdesini

olusturmaktadir (Karimi ve dig, 2014).

Lauren kriterlerine gore mide karsinomunun diffiiz ve intestinal olmak {izere
iki histolojik tipi mevcuttur. Diffliz ve intestinal tip adenokarsinomalar yapisal
farkliliklar icermekte ve farkli etiyolojik faktorlere bagli gelismektedir (Lauren,
1965).



Intestinal tip tiimdr hiicreler adezyon &zelligine sahipken; diffiiz tip tiimor
hiicreler bu o6zellikten yoksun olup tek hiicreler veya kiigiik alt gruplar seklinde
bulunmaktadir. Diffiiz tip karsinoma hiicrelerine kiyasla intestinal tip karsinoma
hiicreler daha biiyiik ve morfolojik olarak fazla degiskenlik gostermektedir. Intestinal
tip karsinomlarda ¢ekirdek biiyiik, degisken sekilli, hiperkromatik olup ¢ogunlukla
mitotik figilirler sergilemektedir. Diffiiz tip karsinomlarda ise ¢ekirdek daha kiigiik,
daha diizenli, hafif hiperkromatik olup mitotik figiirlerin olusturulmasi imkansizdir.
Intestinal tip karsinoma hiicrelerine kiyasla diffiiz tip karsinoma hiicreler daha fazla
mukus salgilamaktadir. Intestinal tip karsinomada kronik gastrit ve intestinal
metaplazi mevcutken; diffliz tip karsinomada ¢ogunlukla bulunmamakadir (Lauren,
1965). Intestinal-tip mide karsinoma, en c¢ok yash erkeklerde goriilmekte, yavas
progresyon ve daha iyi prognoz sergilemektedir. Diffiiz tip mide karsinomasi ise
daha yaygm bir sekilde geng bireylerde goriilmekte, hizli progresyon ve koti
prognoz gostermektedir (Qiu ve dig, 2013 ).

1.1.1. Mide Kanserinin Epidemiyolojisi

Mide kanseri, en yaygin 5. malignite olup (akciger, meme, kolorektal ve
prostat kanserinden sonra) kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen 3. nedenidir (Ferlay ve

dig., 2015).

Mide kanser insidansi, gelismekte olan iilkelerde ve kadinlara kiyasla
erkeklerde (2 kat) daha yiiksektir (Ferlay ve dig., 2015). En yiiksek mide kanser
insidansi, Dogu Asya, Dogu Avrupa ve Giliney Amerika; en diisik mide kanser
insidansi, Kuzey Amerika ve Afrika’ nin bir¢ok bolgesinde gozlenmektedir (Karimi
ve dig., 2014). Misir, Israil, ABD ve diger Akdeniz iilkelerine kiyasla Tiirkiye’ nin
mide kanser insidans1 daha yiiksektir. Tiirkiye’ nin bat1 ve gliney bdlgelerinin, diisiik
mide kanser insindasina; dogu bolgesinin ise yiiksek mide kanser insidansina sahip

oldugu bildirilmistir (Eser ve dig., 2010).

Diinyanin bir¢ok bolgesinde mide kanser insidans oranindaki diisiise ragmen
kardia mide kanser oraninin, Bati iilkelerinde arttig1 bildirilmistir (Powell ve

McConkey, 1990).



1.1.2. Mide Kanserinin Etiyolojisi

Mide kanseri, hem genetik hem de c¢evresel faktorlere baglh gelisen
multifaktdriyel bir hastaliktir (Karimi ve dig., 2014). Ulkeler ve nesiller arasindaki
mide kanser oranindaki farkliliklar, mide kanser gelisiminde cevresel faktorlerin

daha fazla rol oynayabilecegini ortaya koymaktadir (Zheng ve dig., 2004).

Mide kanser patogenezinde, genetik olarak DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlari vs., gibi mekanizmalar yer almaktadir (Cong H ve dig.,2016, Yun J
ve dig., 2012). Helicobacter pylori (H. pylori) enfeksiyonu, sigara tiiketimi,
tuzlu/fiime gida alimi, az meyve/sebze tiiketimi, diisiik sosyo-ekonomik durum, yas
vs., mide kanseri i¢in ¢evresel risk faktorlerini olusturmaktadir (Karimi ve dig.,

2014).

Midenin kardia ve non-kardia bolgelerinde gelisen kanserler igin ortak ve
farkl risk faktorleri mevcuttur. Ortak risk faktorlerini ileri yas, erkek cinsiyeti, tiitiin,
radyasyon ve aile hikayesi olusturmaktadir. Kardia ile iliskili faktorler obezite,
gastrodzofageal refli hastaligi; non-kardia ile iliskilendirilenler ise H. pylori
enfeksiyonu, diisiik sosyo-ekonomik durum, az meyve/sebze tiiketimi ve yiiksek tuz/

fiime gida alim1 sayilabilmektedir (Karimi ve dig., 2014).

Bati iilkelerindeki kardia kanser oranindaki artis, Dogu Asya {ilkelerinde
saptanmamistir. Cin’de yapilan bir calisma, H. pylori’yle tetiklenen kronik
inflamasyonun, kardia kanser gelisimine katkida bulunabilecegini gostermistir

(Wang ve dig., 2014).



1.2. Helicobacter pylori

1.2.1. Helicobacter pylori Tarih¢esi

Bir¢ok aragtirmaci, insan ve hayvanlarin mide mukozasindaki spiral
organizmalarin varhigini bildirseler de, bu organizmalarin kiiltiir edilmesindeki
basarisizliktan dolay1 klinik 6nemi goz ardi edilmistir. (Konturek, 2003, Kidd ve
Modlin,1998). Ancak Royal Perth Hastanesinde patolog olan Robin Warren, 135
mide biyopsi drneginde tespit ettigi kiiciik kavisli ve S- seklindeki basillerin, aktif
kronik gastritte hemen hemen mevcut oldugunu ortaya koymustur. Bu bakterinin
mikroskopta goriintiilenebilecek kadar yeterli sayida oldugunu ve Campylobacter
jejuni'ye benzedigini bildirmistir (Warren ve Marshall, 1983). Bu organizmayi
tanimlayabilmek icin Warren ve Marshall, Campylobacter’inin ayn1 kiiltiir
tekniklerini kullanarak mide biyopsilerini kiiltiirlemeye calistilar. Ik 34 kiiltiiriin
negatif oldugunu tespit ettiler. Ancak Paskalya tatilinde 6 giin boyunca yanlislikla
mikroaerobik kiiltiir kabininde unutulan 35. kiiltiiriin, pozitif oldugunu saptadilar.
Biyopsi Orneklerinden Kkiiltiirlenen bu bakterilerin gram-negatif, flagellali ve
mikroaerofilik olup Campylobacter cinsiyle iligkili yeni bir tiir olabilecegini
bildirdiler. Ayrica bu bakteriyi, aktif kronik gastrit, duodenal iilser, gastrit tilserli
hastalarda tespit ederek bu hastaliklarin gelismesinde 6nemli bir faktor olabilecegini
ileri siirdiiler (Marshall ve Warren, 1984). Bunu kanitlamak i¢in Marshall kendini
kobay olarak kabul ederek gerceklestirdigi bir calismayla belli bir siire sonunda akut
gastrit gelistirdi ve ardindan kendini tedavi edebildi (Marshall ve dig., 1985).

1984°de Warren ve Marshall, Campylobacter cinsinin baz1 6zelliklerine sahip
bu bakteriyi Campylobacter pyloridis olarak adlandirsa da 1987°de tiir ismi ‘pylori’
olarak degistirildi (Goodwin ve dig, 1989, Marshall ve Goodwin, 1987).



Campylobacter pylori’ nin (C.pylori), antibiyotik duyarliliklari, hiicresel yag
asitleri ve 5S/16S ribozomal riboniikleik asit (rRNA) dizisi bakimindan diger
Campylobacterlerden farkli oldugu bildirilmistir (Goodwin ve dig., 1985, Goodwin
ve dig., 1986, Goodwin ve dig., 1986a, Lau ve dig., 1987). Ayrica rRNA dizisine
bagli olarak C. pylori’ nin, Wolinella cinsine ait olabilecegi ileri siiriilse de C. pylori’
nin, morfolojisi, hiicresel yag asitleri, biiyiime karakteristikleri ve enzim kabiliyetleri
bakimindan Wolinella cinsinden biiyiik farkliliklar icerdigi gosterilmistir. Boylece C.
pylori’ nin cins ismi Helicobacter olarak degistirilerek Helicobacter pylori olarak

adlandirilmistir (Goodwin ve dig., 1989).

2005°de Warren ve Marshall, H. pyolori’ yi kesfettikleri ve gastrit ve peptik
iilsere yol actiklarii gosterdiklerinden Nobel Tip Odiilii almislardir (Kusters ve dig.,
20006).

1.2.2. Helicobacter pylori’ nin Morfolojisi

H. pylori, mide biyopsi orneklerinde 3-3.5um uzunlugunda ve 0.5-1pm
genisliginde, mikroaerofilik, gram negatif bir bakteridir. Bakteri, hareketi i¢in gerekli
bir uctan uzanan (unipolar) 4-6 kilifli flagellaya ve piiriizsiiz bir yiizeye sahiptir
(Sekil 1.2) (Goodwin CS. ve dig., 1985, Marshall ve Warren, 1984, Jones and Fox,
1985). H. pylori’ nin ¢ogunlukla spiral ve kokoid (kiiltiirii yapilamayan) olmak iizere
farkli sekilleri mevcuttur. Ancak in vitro kiiltlir ortamlarda, H. pylori ¢ogunlukla
cubuk seklinde olsa da yaglanma veya olumsuz kosullara bagl olarak kokoid forma
doniismektedir (Sekil 1.3). Arastirmacilarin bir kismi Ribo Niikleik asit (RNA)
kaybiyla olusan kokoid formun, bakteriyel hiicre Oliimiine bagh gelistigini
savunmaktadir (Kusters ve dig., 1997). Ancak bazi arastirmacilar kokoid forma
doniislimiin, bakterinin olumsuz ¢evre kosullarindan korunmasini saglayabilecek

aktif bir siire¢ olabilecegini ileri siirmektedir (Azevedo ve dig., 2007).



Sekil 1.2. Mide mukozasindan kiiltiirlenen H. pylori spiral bakterilerin negatif
boyanmis preparasyonu (Jones and Fox,1985)

Sekil 1.3. A. Spiral hiicreler; B-F. Kokoid hiicreler (Azevedo ve dig.,2007, Kusters ve dig.,1997)
1.2.3. Helicobacter pylori’ nin Epidemiyolojisi

H. pylori, diinya niifusunun yaklasik yarisin1 enfekte etmekte ve tedavi
edilmedigi takdirde konak¢inin yasami boyunca midedeki kaliciligini stirdiirmektedir

(Tsutsumi ve dig., 2003).

H. pylori prevelansi, gelismis lilkelere kiyasla gelismekte olan {ilkelerde daha
yliksektir (Bor ve dig., 2007, Ozaydin ve dig., 2013). H. pylori prevalansinin diigiik
oldugu bolgelerde, mide kanseri goéreceli olarak diisiik insidansa sahiptir. Ancak
Kolombiya’daki mide kanser insidanst diisiik ve yiiksek iki bolgede, H. pylori
prevalansinin benzer oldugu bildirilmistir. Bu nedenle diinya capinda degiskenlik
gosteren mide kanser insidansi, sadece H. pylori prevalansindaki degisikliklerle

iligkilendirilememektedir (Loh ve dig., 2010).



H. pylori enfeksiyonu ve yas arasinda ters bir iligki bildirilmistir. Tiirkiye’de
18 yas iizeri yetigskinlerde H. pylori prevelanst %82.5 olarak bulunmustur (Ozaydin
ve dig., 2013) H. pylori prevalansinin erken yaslarda yasla birlikte arttigi, ancak
belirli bir yastan sonra (50-60 yas) azaldigi saptanmistir. Ankara’da H. pylori
prevalansi, 40-49 yas grubunda en yiiksek iken; 50 yas ilizerinde azalmaya basladig1
bulunmustur (Us ve Hasgelik, 1998). Ancak bazi ¢calismalar H. pylori prevalansinin
yasla birlikte arttigini ileri siirmektedir (Megraund ve dig., 1989).

Tiirkiye dahil bircok tilkede, H. pylori enfeksiyonu icin kadinlara kiyasla
erkeklerin daha yiiksek bir risk tasidigi bildirilmistir. Cinsiyet farkinin sebebi belirsiz
olsa da bu durum kadinlara kiyasla erkeklerin, hijyene daha az 6énem vermesi, alkol
ve sigaraya daha fazla yonelmelerinden kaynaklanabilmektedir (Ozaydin ve dig,

2013).

H. pylori enfeksiyonu i¢in yerlesim bolgelerinin bir risk faktorii olusturdugu
bilinmektedir. Tiirkiye’ nin dogusunun, giineye kiyasla H. pylori enfeksiyonu
acisindan daha yiiksek bir risk altinda oldugu bildirilmistir. Bunun olas1 nedeni
dogunun narenciye bakimindan fakir bir bélge olmasidir. Ozellikle narenciyelerin
yiikksek miktarda igerdigi C vitamini, enfeksiyonlarin Onlenmesinde etkilidir

(Ozaydin ve dig, 2013).

1.2.4. Helicobacter pylori’ nin Mide Kanseriyle iliskisi

H. pylori, sadece mide epitelini kolonize edebildiginden insanlarda mide
mukozasini ve mide metaplazinin gelistigi bolgeleri (duodenum) enfekte etmektedir
(Wyatt ve dig., 1990). H. pylori’ nin mide mukozasini enfekte etmesinde {ireaz ve
flagella 6nemli rol oynamaktadir (Eaton ve dig., 1991, Eaton ve dig., 1992, Eaton ve
dig.,1996). H. pylori asidik ortamlarda yasayamaz ve asidik gastrik liimeninden,
alkalin mide mukusuna geciste koruyucu bir lireaz enzimi iiretmektedir (Eaton ve
dig, 1994). Bu lireaz enzimi, iireyi, amonyak (NH3) ve karbon dioksite (CO;) hidroliz
eder. Olusan NH; (asit nétrlestirici), H. pylori’ nin mide asiditesinden korunmasini

saglar (Marshall ve dig., 1990).



H. pylori, mide kanseri gelisiminde etkili olabilecek bir risk faktoriidiir
(Parsonnet ve dig., 1991). H. pylori, ¢ogunlukla erken ¢ocukluk doneminde
kazanilmakta ve toplumun kii¢lik bir ylizdesinde peptit iilser, mide karsinomas1 gibi
hastaliklara neden olmaktadir (Malaty ve dig., 2002, Yamaoka ve dig., 1998). Cogu
calisma H. pylori enfeksiyonunun, hem intestinal hem de diffiiz mide
adenokarsinoma riskini Onemli Ol¢iide artirdigint bildirmistir (Hansson ve dig.,

1993).

H. pylori enfeksiyonu, kronik gastritin esas nedeni olup mide kanser riskinin
artistyla iligkili atrofi ve metaplaziye yol agmaktadir. H. pylori enfeksiyonu ve
gastrit, mide kanserinin her iki alt tipinin (intestinal ve diffiiz tip adenokarsinoma)
gelisimine katilmaktadir. Ancak her iki alt tipin gelisimi, H. pylori iligkili gastritin,
inflamasyondan atrofiye dogru seyrine gore belirlenmektedir. Intestinal tip mide
karsinomu, atrofiye bagli; diffiiz tip mide karsinomu ise non-atrofi, non-metaplaziye
bagh gelismektedir (Sipponen ve dig., 1992). Intestinal tip mide kanser gelisimi, H.
pylori enfeksiyon varliginda normal mukozanin, sirasiyla kronik yiizeysel gastrit,
atrofik gastrit, intestinal metaplazi, displazi ve sonunda adenokarsinoma seklinde

meydana gelmektedir (Sekil 1.4.) (Peek ve Blaser, 2002).
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Sekil 1.4. Intestinal tip mide adenokarsinoma gelisimi (Peek and Blaser,2002)

H. pylori’ nin, atrofik gastritli bireylerin mide biyopsi orneklerinde nadir
bulundugu ve zamanla azalarak tespiti zor hale geldigi gosterilmistir. Ayrica
intestinal metaplazi gelisiminin H. pylori’ nin yok olmasina neden olacak kosullari

saglayabilecegi bildirilmistir (Karnes ve dig., 1991).



1.2.5. Helicobacter pylori’ nin Genomu

H. pylori 26695 ve J99 suslarinin tam genom dizi analizi yapilmistir. H.
pylori 26695 ve J99 suslarinin genomu sirasiyla, 1,667,867b¢ ve 1,643,831bg
biiylikliigiinde olup daireseldir (Sekil 1.5.). Bu suslarin genomlarinda ortalama %39
oraninda guanin+sitozin (G+C) bulunmaktadir. Her iki sus genomu, 16S ve 23S-5S
ribozomal RNA (rRNA) genlerinin iki kopyasini igermektedir. Bu rRNA genlerinin
birbirine yakin olmamasi bu lokuslarin kompleks bir sekilde regiile edilebilecegini

gostermektedir (Alm ve dig., 1999, Tomb ve dig., 1997).
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Sekil 1.5. H. pylori 26695 kromozomunun dairesel temsili (Tomb ve dig.,1997)

J99 ve 26695 suslari, H. pylori iliskili hastaliklarin siddetiyle baglantili
sitotoksin iligkili gen patojenite adasini (cag PAI) icermektedir. Ancak diger suslara
kiyasla bu suglarin, cagPAI’daki sitotoksin iligkili gen 7°de (cag7) delesyon igerdigi
bildirilmistir (Alm ve dig., 1999).

H. pylori genetik olarak heterojendir. Farkli bireylerden elde edilen H. pylori
izolatlar1 genomik acidan farkliliklar gostermektedir. Ayrica ayni ailenin iiyeleri
arasinda benzer H. pylori suslariin, bireyler arasinda 6nemli farkliliklar gosterdigi
de bildirilmistir. Bu genetik heterojenlik, H. pylori’ nin konak¢inin degisen mide
kosullarma adaptasyonunu ve basarili bir sekilde kolonizasyonunu saglamaktadir
(Kuipres ve dig., 2009).



1.2.6. Helicobacter pylori Cesitliliginin Mide Kanser Riskine Etkisi

H. pylori sus cesitliligi, konaker genetigiyle belirlenen inflamatuar yanitlar,
konak ve mikrobiyal belirtecler arasindaki etkilesimlerin mide kanser gelisiminde

etkili olduguna inanilmaktadir (Peek ve Blaser, 2002).

Horizontal gen transferi ve rekombinasyon, H. pylori suslarinin genetik
cesitliligine katkida bulunmaktadir. Horizontal gen transferi, transformasyon,
transdiiksiyon, konjugasyon gibi mekanizmalarla meydana gelmektedir. Ancak tek
bir konagin iki veya daha fazla farkli sus tasimasi ve H. pylori’ nin kompetant
ozelligi transformasyonun, horizontal gen transferi i¢in daha etkili bir mekanizma
oldugunu diisiindiirmektedir (Go ve dig., 1996. Taylor ve dig., 1995).
Rekombinasyon disinda nokta mutasyonlari, inversiyon, insertion veya delesyonlar
gibi kromozomal yeniden diizenlemelerin de, H. pylori suslarindaki genetik

cesitlilige katkida bulundugu bildirilmistir (Peek ve Blaser, 2002).

Bu genetik ¢esitlilige ragmen mide kanser risk derecesini gosterebilecek, cag
PAI, vakuolizasyon sitotoksin A (VacA) ve kan grubu antijen baglayic1 adhezin

(BabA2) genlerini iceren birkag genetik lokasyon mevcuttur (Peek ve Blaser, 2002).

H. pylori suslari, tip I ve tip II suslart seklinde iki gruba ayrilmaktadir. Tip I
suslari, vacA ve sitotoksin iliskili gen A (cagA) genine sahipken; tip II suslar
sadece vacA genine (null gen veya non-toksik, immuno-reaktif) sahiptir. Birgok
calismaya gore, duodenal iilserli, mide tiimorlii birgok hastanin, yaklasik 40kb
uzunlugunda cag PAI sahip tip I suslarla enfekte oldugu bildirmistir (Censini ve dig,
1996, Xiang ve dig., 1995)

1.2.7. Cag PAI

H. pylori suglar1 arasinda en 6nemli varyasyonlardan biri, 27-31 gen igeren
cag PAD’sinin varligidir (Peek ve Blaser, 2002). 40 kb uzunlugundaki bu cag PAI,
horizontal iletim yoluyla edinilip glutamat rasemaz geninin 3’ucuna eklenmistir. Cag
PAI, glutamat rasemaz geninin 3’ucundaki duplikasyonlarla olusan 31b¢’lik direkt
bir tekrarlarla ¢evrelenmistir. H. pylori suslarinda cag PAI, tek bir kesintisiz yap1
seklinde bulunabilecegi gibi, insertion dizisi 605’in (IS605) bir kopyasi veya iki
IS605 dizisinin ¢evreledigi biiyiik bir kromozomal DNA parcasiyla cag I ve cag 11
seklinde iki bolime ayrilabilmektedir (Sekil 1.6.). Sadece tip I suslarinda bulunan

IS605, tnpA (transpozaz A) ve tnpB (trnapozaz B) transpozazlarimi kodlar. Bu
10



yapmin, cag PAl’inda iki veya daha fazla tekrari1 bulunabilmektedir. IS (insertion
dizisi) elementleri ve 31b¢’lik direkt tekrarlar, H. pylori cag PAI’ nin yeniden
diizenlenmesine, kismi veya tamamen delesyonlarina neden olabilmektedir (Censini
ve dig., 1996). Ancak cag PAI genlerinin delesyonlarini tasiyan bazi suslarin, IS
elementlerini icermedikleri tespit edilmistir. Bu suslardaki delesyonalarda, IS
elementleri disinda bagka mekanizmalarin etkili olabilecegi ileri siirtilmiistiir (Jenks

ve dig., 1998).

cag

araya giren dizi

Sekil 1.6. Cag PAI yapis1 (Censini ve dig., 1996)

Cag PAI, cagA ve epitel hiicrelere niifuz eden siringa benzeri bir yapi
olusturup cagA’ nin translokasyonunu saglayan tip IV salgilama sistemi (T4SS)
proteinlerini kodlayan genleri icermektedir (Argent ve dig., 2005, Censini ve dig.,

1996).

1.2.8. CagA

Cag PAI’sindaki, cagl bolgesinin bir terminal geni olan cagA, 120-
145kiloDalton’luk (kDa) immunodominant bir protein olan cagA antijenini kodlar.
CagA negatif suslardan ziyade cagA pozitif suslar, gastrit inflamasyon, atrofik
gastrit, peptit iilser hastaligt ve mide kanser gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir

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

T4SS ile mide epitel hiicrelere aktarilan cagA, plazma membranmin ig
ylizeyine lokalize olup c-Src, Lyn, Fyn ve Yes gibi tirozin fosforile edici Src kinaz
ailesinin bir¢ok tyesi tarafindan tirozinlerden fosforilasyona ugrar (Sekil 1.7.).
CagA’ nin tirozin fosforilasyonu, proteinin karboksil terminal degisken bolgesindeki
(3> degisken Dbolge) Glutamik asit-Prolin-Izolosin-Tirozin-Alanin (EPIYA)
motiflerinde meydana gelmektedir (Higashi ve dig., 2005, Tsutsumi ve dig,2003).
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Sekil 1.7. CagA pozitif H. pylori’ nin mide etpitel hiicrelerle etkilesimi ve cagA’ nin hiicrelere
aktarimi (Hatakeyama,2004)

Fosforilasyona bagimli veya bagimsiz bir sekilde cagA proteini, hiicresel
molekiillerle etkileserek hiicredeki bir¢ok degisiklilere (epitel-mezenkimal gecis
hiicre cogalmasindaki artis vs ) yol agmaktadir (Cover, 2016).

Fosforillenmis cagA, Src homoloji 2 (SH2) igeren protein-tirozin fosfotazla
(SHP2) etkileserek aktivasyonunu saglar. Bu etkilesim i¢in SHP2’ nin SH2
domainleri (N-SH2, C-SH2) ve cagA’ nm tirozinlerden fosforilasyonu gereklidir.
CagA-SHP-2 etkilesimiyle olusan bu kompleks, Ras bagimsiz-ekstraseliiler sinyal-
diizenleyici kinaz (ERK), mitojenle aktive protein kinaz (MAPK) aktivasyonunu
saglayarak sinek kusu fenotip (hiicre seklinin uzamasi ve hareketi) olusumuna

onciiliik eder (Sekil 1.8) (Higashi ve dig., 2004, Nagase ve dig., 2015).

Fosforillenmis cagA, SHP-2’yi sitoplazmadan membrana toplayarak
membrana yakin aktivasyonunu sagladigi i¢in, memeli iskele adaptor proteinlerine
benzetilmektedir. CagA’ nin patojenik aktivitesi i¢in cagA’ nin membrana
baglanmas1 gereklidir. CagA’ nin membrana baglanmasi, EPIYA motifleriyle
saglanmaktadir. Tek bir EPIYA motifi, cagA’ nin membrana lokalizasyonu igin
yeterli olsa da SHP-2 gibi proteinlerin membrana lokalizasyonunu yonlendirmede

yeterli degildir (Higashi ve dig., 2004, Higashi ve dig., 2005).
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CagA bagimli SHP-2 ifadesinin diizensizligi, Ras’in aktivasyonuyla apoptozu
tetikleyebilmektedir (Sekil 1.8). Bir¢ok calisma, kronik gastritli hastalarda H. pylori
enfeksiyonunun, genetik instabilite ve p53°l inaktive edici nokta mutasyonlara neden
oldugu bildirilmistir. Bu nedenle cagA-SHP-2 kompleksinin konak hiicredeki etkisi
p53 durumuna gore degigsmektedir (Tsutsumi ve dig., 2003).

Anormal mitojenik sinyal
A Sinek kusu fenotipi

Hiicre Sacilmas:

Apoptoz

Sekil 1.8. CagA-SHP2 kompleksinin MAPK yolagini indiiklemesi (Hatakeyama,2004)

CagA’ nin tirozin fosforilasyon formu, SHP2’ye ek olarak diisiik affiniteyle
C-terminal SRC kinazla (CSK) etkilesmektedir. CagA-CSK kompleks olusumuyla
uyarilan CSK, Src kinaz ailesini inaktive etmektedir. Src kinaz inaktivasyonuyla
cagA fosforilasyon seviyesi azalmakta ve CagA-SHP-2 kompleksi inhibe edilerek
sinek kusu fenotip olusumu engellenmektedir (Sekil 1.9) (Tsutsumi ve dig., 2003).
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Sekil 1.9. CagA-SHP-2 sinyalinin Csk tarafindan diizenlenmesi (Tsutsumi ve dig., 2003).
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CagA’ nin C-terminal bolgesinde, EPIY A motiflerinden farkli olan ve CRPIA
(fosforilasyondan-bagimsiz ~ aktiviteden sorumlu korunmus tekrarlar) olarak
adlandirilan bir motifin, H. pylori patogenezinde énemli rol oynadigi bulunmustur.
Fosforilasyondan bagimsiz bir sekilde cagA’ nin (CRPIA motifi ile), aktive edilmis
hepatosit biliylime faktor reseptoriiyle (MET) etkileserek, fosfatidilinositol 3-kinaz
(PI3K)/ Akt sinyalizasyonunun siirekli aktivasyonunu sagladigi bildirilmistir.
Adaptdr protein Gabl, aktive edilmis MET’e dogrudan baglanarak Met asag1 akis
sinyal yolaginin modiilasyonuna katilmaktadir. CagA' nin, Met sinyal yolaginda,
Gab1'in fonksiyonel roliinii taklit ettigi diisiintilmektedir. PI3K’ya bagimli bir sekilde
GSK38 ve IKB kinaz fosforilasyonlarinin arttig1 tespit edilmistir. Boylece PI3K/Akt
yolaginin aktivasyonu, sirasiyla cogalmay1 ve inflamasyonu tetikleyen B-katenin ve
niikleer faktor kappa B (NF-KB) aktivasyonuna aracilik etmektedir (Suzuki ve dig.,
2009).

CagA, transforme edici biiylime faktorii beta (TGF-8) sinyalizasyonunda,
hemen hemen tiim Smad’larla etkilesimde bulunsa da Smad3’e daha giiglii bir
sekilde baglanmaktadir. Boylece cagA, Smad3 ve Smad4 kompleks olusumunu
baskilayarak, TGF-B’ nin anti-inflamatuar ve kanser baskilayici etkisini ortadan

kaldirmaktadir (Sekil 1.10) (Nguyen vd., 2015).
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Sekil 1.10. CagA’ nin TGF-B yolagindaki etkisi (Nguyem ve dig., 2015)
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1.2.9. CagA Dizisi ve Ekspresyonundaki Varyasyonlar

CagA geninin primer yapisi, olduk¢a korunmus 5’ bolgeyi ve degisken sayida
tekrar dizilerin varlig1 nedeniyle proteinde boyut farkliliklari olusturan 3’ degisken
bolgeyi icermektedir. Mide karsinoma insidans1 yliksek olan Japonya’da, cagA’ nin
3’ degisken bolgeleri incelendiginde R1 (EPIYA), R2 ve R3 gibi farkli tekrar
bolgelerinin sayisindaki varyasyonlara bagli olusan dort farkli cagA primer dizi
yapist (A-D) belirlenmistir (Sekil 1.11). C tipi cagA yapisinin, mide kanserli
hastalarda daha yaygin oldugu tespit edilmistir. Mide kanserli hastalardan izole
edilen B ve C tip suslarin, siddetli atrofik gastrite neden oldugu gosterilmistir. C-tipi
suslarla enfekte hastalarda yiiksek cagA antikor seviyesi, daha giiclii ve kalic1 bir
bagisiklik tepkisini gostermektedir. Bu yiiksek seviyede bagisiklik tepkisi, siddetli
atrofi gelisimine neden olabilmektedir. Tiim bu sonuglar, cagA gen yapisindaki
varyasyonlarin, cagA pozitif H. pylori suslart arasindaki viriilans farkliliklarin
belirlenmesinde bir belirteg gorevi gorebilecegini ortaya koymaktadir (Yamaoka ve

dig., 1998).

T oA —E N —

Tip B -l N N W H—

Tip © -l N e —
Tip D —1 M I—

Sekil 1.11. CagA 3’ bolgedeki farkl tekrar bolgelerinin sayisindaki varyasyonlara bagli olusan dort
farkli primer gen yapist; Tip A gen (642-651bg), B ve D tip cagA gen (756bg), C tip cagA gen
(810-813bg); R1-EPIYA (15bg), R2 (42bg), R3 (147bg) (Yamaoka ve dig., 1998)

CagA geni, karboksil-terminal degisken bolgede, EPIYA motif iceren dizi
tekrarlarina sahiptir. Bu dizilerin farkli sayidaki tekrari, cagA protein boyutundaki
farkliliklara neden olmaktadir. Ayrica EPIYA motifleri arasindaki insersiyon veya
delesyonlar, motif sayisim1  etkilemeden proteinde boyut farkliliklar
olusturabilmektedir (Argent ve dig., 2005). CagA EPIYA motiflerinin ¢evresindeki
amino asit dizilerine bagl olarak EPIYA-A, -B, -C veya -D olmak {iizere ii¢ farkh
EPIYA dizisi mevcuttur. Bunlar; ilk pozisyon (P1; EPIYA-A) EPIYA(Q/K)
VNKKK(T/A)GQ, ikinci pozisyon (P2;EPIYA-B) EPIY(A/T)QVAKKYV, figiincii
pozisyon (P3;EPIYA-C) EPIYATIDDLGGPFPL veya (EPIYA-D),
EPIYATIDFDEANQAG dir (Sekil 1.12) (Argent ve dig, 2005, Hatakeyama, 2004).
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Uciincii pozisyondaki EPIYA motif tipine baglh olarak cagA, Bati cagA
(EPIYA-C) ve Dogu Asya cagA (EPIYA-D) seklinde siniflandirilmaktadir. Japon,
Kore ve Cin gibi tilkelerdeki bireyler, Dogu Asya cagA suslarla; Dogu Asya harici
iilkelerdeki bireyler, Bati cagA suslarla enfektedir. Bat1 cagA proteini, EPIYA-C
motifinin birden fazla tekrarini igerebilirken; Dogu Asya cagA proteini, EPIYA-D
tekrarin1  ¢ogunlukla igermemektedir. Bati cagA’ nmn SHP-2’ye baglanma
aktivitesinin, EPIY A-C motif tekrarindaki artigla pozitif korelasyon gosterdigi tespit
edilmigtir. Ayrica EPIYA-C motif tekrarindaki artisin, mide kanser riskini artirdigi
bildirilmistir (Nagase ve dig., 2015).

EFTYA motif

- L)
P

— [o]

Ban CagA

M Bati cagA spesifik dizi
Dogu Asya cagA spesifik dizi

Dogu .-\syar_ -

agA

O o o

(= P — B — b
Elom Elom Elom

Sekil 1.12. CagA karboksil terminal bolgedeki EPIY A motif tipi ve miktar1 (Hatakeyama, 2004)

H. pylori suslart arasinda, cagA ifade seviyesinde Onemli farkliliklar
bulunmaktadir. Kolombiya’daki bir calisma, H. pylori suslari arasindaki cagA
ifadesinde Onemli farkliliklarin  oldugunu ortaya koymustur. CagA’ nimn
transkripsiyonel baglangic yeri ile ATG baglatma bolgesi arasinda lokalize
AATAAGATA motifinin, yiiksek seviyede cagA ifade eden suslarda daha sik
bulundugu tespit edilmis ve mide kanser gelisim riskiyle iliskilendirilmistir. Ancak
bu motifin, diisiik seviyede cagA ifade eden suslardaki varliginin belirlenmesiyle
yiiksek seviyede cagA ifadesi icin bu motifin asag1 akisindaki dizilerin gerekliligi de
ortaya konulmustur (Loh ve dig, 2011).
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Konak hiicreye yliksek miktarda cagA translokasyona sahip suslarin, daha
yiiksek hidrojenaz aktivitesine sahip oldugu tespit edilmistir. T4SS ile cagA’ nin
konak hiicrelere translokasyonu i¢in enerji gereklidir. Bu enerjinin de hidrojenazin,
hidrojen (H) oksidasyonunu katalizlemesiyle saglanabilecegi bildirilmistir. Ayrica
yiikksek hidrojenaz aktivitesinin, yiiksek seviyede inflamasyona ve mide kanser
gelisimine neden oldugu gosterilmistir. Tiim bu sonuglar, hidrojenaza bagl hidrojen
oksidasyonunun, H. pylori indiklii mide kanser gelisimindeki roliinii ortaya

koymaktadir (Wang ve dig, 2016).

1.3. MikroRNA’lar

MikroRNA’lar (miRNA), kiiciik kodlamayan tek zincirli RNA’lar olup bitki
ve hayvanlarin genomlarindan kodlanmaktadir (Catalanotto vd., 2016). MiRNAlar,
yaklagik 20-25 niikleotit uzunlugunda olup hedef gen mRNA’larinin 3’ translasyona
ugramayan bolgelerine (UTR) baglanarak transkripsiyon sonrasi gen ifadesinin

baskilanmasindan sorumludur (Erson ve Petty, 2008, Zhang ve dig., 2007).

MiRNA genlerinin biiyiik bir ¢ogunlugu kanserle iliskili genomik bolgelerde
veya kirilgan bolgelerde lokalizedir (Zhang ve dig., 2007). Insan genomundaki
protein kodlayan genlerin yaklasik 60%’1n1 hedefleyebilen miRNA’lar, farklilagma,
hiicre ¢ogalmasi, apoptoz gibi bir¢ok siirece katilmakta ve ifadesindeki degisiklikler

cesitli kanser tiirlerinin gelismesine neden olabilmektedir (Taguchi, 2016:1712).

1.3.1. MikroRNA Biyogenezi

MiRNAlar, polimeraz II/III tarafindan primer-miRNA’a (pri-miRNA) olarak
zamana ve dokuya spesifik bir sekilde transkript edilmektedir. 5’sapka ve
3’poliadenilasyona sahip pri-miRNA, yiizlerce veya Dbinlerce niikleotit
uzunlugundadir. RNA III endoniikleaz Drosha ve ¢ift zincirli RNA’ya baglanan
protein DiGeorge sendrom kritik bolge 8’1 (DGCRS) igeren niikleer mikroprosses
kompleksi, pri-miRNA’lar1, 60-70 niikleotit uzunlugundaki prekiirsér-miRNA’lara
(pre-miRNA) doniistiirtir. Olusan pre-miRNA’lar eksportin 5 ve Ras iligkili niikleer
protein-guanozin-5'-trifosfat (RAN-GTP) ile sitoplazmaya tasinir. Sitoplazmadaki
pre-miRNA, RNA III endoniikleaz Dicer tarafindan, 20-25 niikleotitlik olgun
miRNA dupleksine boliintir. Bu olgun miRNA dupleksi, Dicer, trans-aktivasyon
tepkisi RNA-baglayict protein (TRBP) ve Argonaute 2’yi (Ago2) iceren RNA
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indiikli bir susturma kompleksine (RISC) yiiklenir. TRBP, ¢ift-zincirli miRNA’larin
termodinamik 6zelliklerine gore kilavuz ve yolcu zincirleri ayirt eder. Daha stabil 5’
ucuna sahip zincir, rehber zinciri; daha az stabil 5’ucuna sahip zincir ise yolcu zinciri
olusturur. RISC kompleksindeki Ago proteini, miRNA dupleksini ¢ozerek
parcalanacak yolcu zinciri uzaklagtirir. Ancak bazi durumlarda miRNA
dupleksindeki her iki =zincir islevsel olup farkli mesaject RNA (mRNA)
popiilasyonlarini hedefleyebilmektedir (Erson ve Petty, 2008, Catalanotto vd.,
2016). Olgun tek zincirli miRNA’lar, 5° ucunun 2-8 pozisyonundaki niikleotitleri
iceren tohum dizisine komplimenter olan hedef mRNA’ya, RISC kompleksini
yonlendirir. MiRNA-mRNA arasindaki tam komplimenterlik, mRNA transkriptinin
parcalanmasina; kusurlu komplimenterlik traslasyonun baskilanmasina neden olur

(Sekil 1.13) (Zhang ve dig., 2007, Taguchi, 2016:1712)
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Sekil 1.13. MiRNA Biyogenezi (Erson ve Petty, 2008)
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MiRNA’larin, hedef mRNA’ nin 3’UTR’si disinda 5’UTR ve kodlayici
bolgelerine de (miRNA tepki elementlerine (MRE) sahip) baglanabildigi
bildirilmistir (Catalanotto vd., 2016). MiRNA’lar intergenik veya intronik bolgelerde
bulunmaktadir. intronlarda lokalize bazi miRNA’lar, bulunduklari gene antisens
yonde bulunabilmekte veya genden bagimsiz diizenleyicilere sahip olabilmektedir.
Baz1 intronik miRNA’lar, mirtronlar, biyogenezinde Drosha ile boliinmeyi atlayarak
splayzingle pri-miRNA’lardan pre-miRNA’lara islenmektedir (Erson ve Petty,
2008). Kisa intronlardan kaynaklanan bazi miRNA'lari, agotronlar, biyogenezi ise
Drosha ve Dicer’dan bagimsiz ancak Argonaute (Ago) baglhh olarak
gerceklesmektedir (Taguchi, 2016:1712). Bazit miRNA’lar, RNA editing egilimi
gostermektedir. Farkli dokularda miRNA’larin editing egilimi, farkli gen setlerini

hedeflemesine olanak saglamaktadir (Erson ve Petty, 2008).

1.3.2. MikroRNA ve Kanser iliskisi

MiRNA’larin ifadesindeki degisim bircok kanser gelisiminde onemli rol
oynamaktadir. MiRNA’larin ifadesindeki degisimlere yol acan mekanizmalar;
miRNA genlerinin amplifikasyonu/delesyonu, miRNA’larin anormal
transkripsiyonel kontrolii, epigenetik diizensizlik ve miRNA biyogenezindeki
bozukluklardir. Mide kanserinde miRNA ifadesindeki azalma, ¢ogunlukla
promotorlerindeki CpG adalarinin hipermetilasyonuna bagl gelismektedir. Ago2
kaybina bagl gelisen miRNA biyogenezindeki bozukluklar, miRNA sentezinin bloke
edilmesine neden olmaktadir (Irmak-Yazicioglu MB, 2016). MiRNA’lar, onkogen ve
timor baskilayici genler olarak ikiye ayrilir (Peng ve Croce, 2016). Kanserde ifadesi
artan miRNA’lar, onkogen fonksiyonuna sahip olup timor baskilayict genleri
baskilayarak tiimor gelisimine katkida bulunmaktadir. Kanserlerde ifadesi azalan
miRNA’lar ise, tiimor baskilayict fonksiyona sahip olup onkogenleri baskilayarak

tiimor gelisimini engellemektedir (Zhang ve dig., 2007).
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1.3.3. Helicobacter pylori’ nin MikroRNA ifadesine Etkisi

PR

Birgok miRNA ifadesinin, H. pylori enfekte mide mukozasinda degistigi ve
bu degisimin, kismen H. pylori indiiklii konak inflamatuar immiin yanitlara bagh
oldugu bildirilmistir. CagA pozitif H. pylori suslarinin, let-7 aile tiyesi dahil bir¢cok
miRNA ifadesini degistirdigi gosterilmistir (Matsushima ve dig., 2011). Let-7 aile
iiyeleri, Ras onkogeninin ifadesini negatif bir sekilde diizenleyen tiimdr baskilayici
genlerdir. Ozellikle, H. pylori viriilans faktér cagA’ nin inflamasyondan bagimsiz bir
sekilde, let-7 ifadesini epigenetik mekanizmalarla baskilayarak H. pylori indiiklii
mide kanser gelisimine aracilik ettigi tespit edilmistir (Irmak-Yazicioglu MB, 2016,
Hayashi ve dig., 2013). Ayrica ABCCC ve ABD tip cagA’larin, let-7 ifadesinin
baskilanmasinda benzer kanserojenik potansiyele sahip oldugu gosterilmistir
(Hayashi ve dig., 2013). Zhang ve dig., (2008), miR-21 ifadesinin mide kanser
dokularinda ve H. pylori enfekte mide mukozasinda arttigini ve bu artisin hiicre
cogalmasini, invazyonunu tesvik ettigini ortaya koymustur. Zhu ve dig., (2012), H.
pylori cagA proteininin, Erk1/2 kinazlara bagimli bir sekilde miR-1290, NF-KB’ye
bagimli bir sekilde miR-584 ifadelerini artirarak hiicresel islevleri etkiledigini ileri
stirmistiir. MiR-1290, NF-KB baskilayic1 faktor (NKRF)’li baskilayarak NF-KB’
nin aktivasyonuyla miR-584’1i aktive etmistir. MiR-584, fosforillenmis Erk1/2’ nin
onemli fosfotazlarindan biri olan protein fosfataz 2 katalitik altbirim alfa’y1 (PPP2ca)
baskilayarak Erk1/2 aktivitesinin devamliligmi saglamistir. MiR-1290 ve miR-
584’tin ortak hedeflerinden Catal basi kutu protein Al (Foxal), dokuya spesifik
transkrisiyonu tesvik eden ve doku ile hiicrelerin epigenetik isaretleriyle iliskili bir
oncii transkripsiyon faktordiir. Foxal ifadesinin susturulmasi, sonik hedgehog, Notch
ifadesindeki artigsa neden olmaktadir. Tiim bu sonuglar, miRNA-584 ve miRNA-
1290"n hiicre farklilagsmasina miidahale ettigini ve dokular1 yeniden sekillendirdigini
ortaya koymaktadir. Ayrica cagA’ mnin, Erk1/2’yi aktive ederek miR-1290’1
indiikleme yeteneginin, cagA’ nin C-terminal degiskenliginden (EPIY A tekrarlarinin
degisken sayisi) dolay1 farkli olabilecegi diisiiniilmektedir. Noto ve dig., (2013), H.
pylori cagA’ nin, miR-320 ifadesini azaltip, anti-apoptotik B-hiicre lenfoma 2 (Bcl-
2) protein ailesinin bir iiyesi olan myeloid hiicre 16semi-1 (Mcl-1) ifadesini artirarak,
apoptozu baskilayarak mide kanseri i¢in artmis bir risk olusturdugunu gostermistir.
Tiim bu bulgular miRNA’larin, H. pylori’ye bagh mide kanser gelisimindeki roliinii
ortaya koymaktadir.
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1.3.4. Mide Kanserinde MikroR-200a-3p

MiR-200a, tiimdr hiicrelerinde tiimor baskilayici fonksiyon gdsteren miR-200
ailesine ait olup 1. kromozomda lokalizedir (Chang ve dig., 2015, Park ve dig.,
2008). MiR-200a’ nin, mide adenokarsinomada 6nemli 6lgiide ifadesinin azaldigi,
yakindan iligkili 6zofagus adenokarsinomada ise ifadesinin arttig1 tespit edilmistir.
Bu iki kanserdeki miR-200a ifadesindeki farklilik, etiyoloji ve molekiiler
sinyallerdeki farkliliklar1 gostermektedir (Chen ve dig., 2013).

MiR-200a’ nin, Wnt/B-katenin sinyal yolagindaki P-katenini hedefleyerek
migrasyon, invazyon ve ¢ogalmayi baskiladigr bildirilmistir. MiR-200a ifadesinin,
mide kanserinin ilerlemesiyle dnemli 6lgiide azaldigr tespit edilmistir. MiR-200a’
nin, epitelial-mezenkimal gecis (EMT) ve tiimor bilylimesini negatif bir sekilde
diizenledigi gosterilmistir (Cong ve dig., 2013). EMT, hiicre polaritesi ve hiicre-
hiicre adezyon kaybina yol acan tiimdr ilerlemesiyle iliskili bir siire¢ olup hiicre
hareket ve metastazini tesvik etmektedir (Schliekelman ve dig., 2011). EMT gegiren
epitel hiicreler, E-kaderin gibi epitel belirteclerin ifadesini kaybederek N-kaderin ve
vimentin gibi mezenkimal belirtecleri ifade etmeye baslarlar (Cong ve dig., 2013).
Cinko parmak E-kutu baglama homeobox 1/2 (ZEB1/ZEB2), Snail ve Twist gibi
transkripsiyonel faktorler, EMT in tesvik edilmesinde gorevlidir (Davalos ve dig.,
2011). Mide kanserinde, ZEB1/ZEB2 kompleksi, miR-200a’ nin hedefi olarak tespit
edilmigtir (Cong ve dig., 2013). ZEB1/ZEB2 kompleksi, E-kaderin promotorune
baglanarak E-kaderin ifadesinin baskilanmasinda rol oynamaktadir (Saydam ve dig.,
2009). MiR-200a ifadesinin azalmasina bagli ZEB1/ZEB2’ nin E-kaderinin ifadesini
azaltmasi, katenin-kaderin kompleksine bagli B-kateninin, ¢ekirdege gociine yol
acarak hiicre ¢cogalmasi, metastaz ve tiimdrigenezi tesvik eden Wnt/B-katenin sinyal
yolaginin aktivasyonuna neden oldugu bildirilmistir. Bu sonu¢lar miR-200a’ nin, E-
kaderin seviyesini artirarak ve [-katenin seviyesini azaltarak, EMT ve hiicre
biiytimesini baskilayici bir role sahip oldugunu gostermistir (Sekil 1.14) (Cong ve

dig., 2013).
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Snail, baskilayict bir transkripsiyonel faktér olup E-kaderinin direkt
transkripsiyonel baskilanmasindan sorumludur. Ayrica bir transkripsyonel faktor
olan Twist, E-kaderinin transkripsiyonel baskilanmasima katilmaktadir. Bu
transkripsiyonel faktorlerin ifadesinin, miR-200a ile ters iliskili oldugu tespit

edilmistir (Cong ve dig., 2013).

B E-cadherin

o LLLEEELN)

miR- 200a

Sekil 1.14. miR-200a’ nin, ZEB1/ZEB2 kompleksini ve -katenini hedefleyerek EMT’i regiile etmesi
(Cong ve dig.,2013)

Mide kanseriyle iliskili miRNA’larin belirlenmesi i¢in yapilan bir ¢caligmada,
mide kanser dokularinda miR-200a-3p ifadesinin arttig1 tespit edilmistir (Chen ve
dig., 2015). H. pylori enfekte insan mide mukozasinda miRNA ekspresyon profilini
belirlemek i¢in yiiriitiilen bir ¢calismada miR-200a ifadesinin azaldigi bulunmustur

(Matsushima ve dig., 2011).

1.3.5. Mide Kanserinde MikroR-29a-3p

Mide kanseri dahil birgok kanserde miR-29a ifadesindeki azalmanin kanser
gelisimini ve ilerlemesini tesvik ettigi bildirilmistir. Bu nedenle mide kanserinde
miR-29a, tiimor baskilayic1 bir role sahiptir. MiR-29a’ nin potansiyel hedefleri
arasinda bulunan Robol’in, hiicre invazyon ve migrasyonu tesvik ettigi
gosterilmistir. Robol’in asag1 akisinda kanser gelisimine katkida bulunan Erk sinyali

ve matriks metalloproteinaz 9 (MMP-9) bulunmaktadir (Liu ve dig 2015).
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Chen ve dig., (2014), miR-29a’ nim, anjiyogenezde gorevli vaskiiler
endotelyal biiyiime faktor A’y1 (VEGF-A) hedefleyerek invazyon ve metastazi
baskiladigini bildirmistir. Bir baska caligmada, miR-29a’ nin p42.3 ifadesini
baskilayarak, G1 fazinda hiicre dongiisiiniin askiya alinmasiyla hiicre ¢ogalmasini
baskiladig1 gosterilmistir. MiR-29a’ nin hedefledigi p42.3, memelilerde oldukca
korunmus, transformasyonu tesvik edici bir onkogendir. Hiicre dongiisii boyunca
farkli bir sekilde ifade edilen p42.3’iin ifadesindeki artig, hiicre dongiisliniin
diizenlenmesinde gorevli kontrol noktasi kinaz 2 (CHK2) ifadesinin azalmasina ve

siklin B1 ifadesinin ise artmasina neden olmaktadir (Cui ve dig., 2011).

He ve dig., (2016), insan telomeraz ters transkriptazin (hTERT), miR-29a
ifadesini direkt veya indirekt bir sekilde azaltarak, mide kanserinde invazyon ve
metastaz1 tesvik edici Integrin B1 (ITGB1) ifadesini artirdigini bildirmistir.
Telomerazin sinirlayici altibirimi olan hTERT, telomeraz aktivasyonuna katkida
bulunmaktadir (Zvereva ve dig., 2010). Mide kanser dokularinda yiiksek oranda
ifade edilen hTERT in uzak metastaz ve lenfatik metastazi tesvik ettigi bildirilmistir
(Li ve dig., 2012). MiR-29a’ nin direkt hedefi olarak belirlenmis ITGB1, hiicre
adezyon molekiilii olup hiicrelerin, ekstraseliiler matrikse (ECM) adezyonunda
gorevlidir. Kanser hiicrelerinde anormal bir sekilde ifade edilen ITGBI, invazyon,
migrasyon, anjiyogenez ve hiicre cogalmasinda énemli rol oynamaktadir (He ve dig.,

2016).

MiR-29a’ nin, miR-29a-3p ve miR-29a-5p olmak iizere iki farkli transkripti
mevcuttur. Mide kanserinde miR-29a-3p transkriptinin 6nemli o6l¢iide azaldigi
bildirilmistir. MiR-29a-3p’ nin G1/S gecisinde gorevli siklinD1, siklin bagimli kinaz
2, 4 ve 6 (CDK2, CDK4 ve CDKO6) ifadelerini azaltarak hiicre c¢ogalmasini
baskiladig1r gosterilmistir. Ayrica miR-29a-3p’ nin mide kanser hiicrelerinin
migrasyon ve invazyonunu baskiladigi ortaya konulmustur. Integrin alfa 6 prekiirsor
(ITGA6) ve DNA metiltransferaz 3A (DNMT3A), miR-29a-3p’ nin potansiyel
hedefleri olarak gdsterilmistir (Zhao ve dig., 2015).
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1.3.6. Mide Kanserinde MikroR-223-5p

Mide kanserinde miR-223 ifadesindeki artisin, hiicre ¢ogalmasi ve invazyonu
tesvik ettigi, apoptozu ise baskiladigi gosterilmistir. MiR-223’{in potansiyel olarak
F-kutu ve WD tekrar domain iceren 7’yi (FBXW7/hCdC4) hedefledigi tespit
edilmigtir (Li ve dig., 2012). F-kutu protein ailesine ait olan FBXW7/hCdC4, Skp,
Cullin, F-kutusu i¢eren kompleks (SCF) ubikitin ligazlarin fosforilenmis substratlar
tanima bileseni olarak fonksiyon gostermektedir. Memelilerde fonksiyonel olarak
korunmus SCF ubikitin ligaz, c-jun, siklinE1 gibi onkoproteinlerin ubikitin bagiml
proteolizinden sorumludur (Koepp ve dig., 2001, Nateri ve dig 2004).

Birgok aragtirma miRNA’larin, mide kanseri dahil bir¢ok kanserde anti-
kanser ilag direncinin gelismesindeki roliinii bildirmistir. Mide kanserinde miR-
223’in, FBXW?7 ifadesini azaltarak, GI1/S kontrol noktasindaki proteinlerin
diizensizligine (CDK2, CDK4, CDKG®6, siklin D1 (CCND1), siklin D2 (CCND2) ve
siklin D3 (CCND3) ifadesinin artmasi1 ve pl4, pl16, p21 ve p27 ifadesinin azalmasi)
ve apoptozun baskilanmasina yol acarak mide kanser hiicrelerini sisplatine direngli
hale getirdigi tespit edilmistir. Ayrica miR-223 ifadesindeki artisa bagli mide kanseri
ve ilag¢ direncinin gelismesinde H. pylori enfeksiyonunun 6nemli rol oynayacag: ileri

stiriilmiisgtiir (Zhou ve dig., 2015).

Normal mide hiicreleri ve metastatik olmayan mide kanser hiicrelerine kiyasla
miR-223’iin sadece metastatik mide kanser hiicrelerinde asir1 derecede ifade edildigi
bildirilmistir. Metastatik olmayan mide kanser hiicrelerinin metastatik 6zellik
kazanmasi i¢in miR-223’{in migrasyon ve invazyonu tesvik ettigi gdsterilmistir.
Mide kanserinde ifadesi artan Twist transkripsiyon faktoriiniin, miR-223 ifadesinin
diizenlenmesine  katildigir  tespit edilmistir. Ayrica kanser metastazinin
baskilanmasinda onemli rol oynayan EPB41L3’tin (protein 4.1B/akciger-1
adenokarsinomunda farkli sekilde ifade edilen (Dal-1)), miR-223’{in direkt hedefi
oldugu bildirilmistir (Irmak-Yazicioglu MB, 2016, Li ve dig., 2011). Hiicre iskelet
proteinlerinin grup 4.1 ailesinin bir iiyesi olan EPB41L3, hiicre seklinin, hiicre-hiicre
adezyonunun ve hiicre hareketinin diizenlenmesine katilmaktadir (Gutmann ve dig.,

2011).
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Stathmin 1 (STMN1), onkoprotein 18, miktrotiibiilleri depolimerize ederek ve
tubulin heterodimerlerinin polimerizasyonunu engelleyerek mitoz agamasinda dnemli
rol oynamaktadir (Belmont ve Mitchison, 1996, Wallon ve dig., 2000). STMNI
ifadesinin baskilanmasi, G2/M fazinda hiicrelerin birikmesine, mitotik ag
anormalliklerine ve mitozdan c¢ikistaki zorluklara yol a¢maktadir. Birincil mide
adenokarsinomalarinda ve mide kanser hiicre hatlarinda, STMNI1 ifadesindeki artig
tespit edilmistir. STMN1’in susturulmasinin, mide kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini,
koloni olusumunu, invazyon ve metastazin1 baskilaylp; Gl fazinda hiicre
dongiisiiniin askiya alimmasimi ve ge¢ apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Mide
kanser hiicrelerinde STMNI1, miR-223’iin hedefi olarak tespit edilmistir (Kang ve
dig., 2012). Ancak STMNI1 ifadesinin, p53 tarafindan negatif bir sekilde
diizenlendigi bildirilmistir (Johnsen ve dig., 2000). Mutant olmayan p53 proteini
kararsiz ve yartlanma Omrii kisa oldugu icin saptanmasi olduk¢a zordur. Ancak
cekirdekte biriken mutant p53, kararli ve daha uzun bir yarilanma Omriine sahip
oldugundan saptanabilmektedir. STMN1 pozitif tlimorlerde anormal niiklear p53
birikimi saptanmistir. Bu nedenle STMN1 asir1 ifadesinin mide kanserinde kismen

p53 baskilanmasina bagli olabilecegi diistiniilmektedir (Kang ve dig., 2012).

H. pylori enfeksiyonunun, hem normal mide dokusunda hem de mide kanser
dokusunda miR-223 ifadesini artirdig1 bildirilmistir. H. pylori enfekte mide kanser
hiicrelerinde miR-223 ifadesindeki artisin, hiicre ¢ogalmasini, koloni olusumunu,

migrasyon ve invazyonu tesvik ettigi gosterilmistir (Ma ve dig., 2013).

Kapsamli bir meta-analiz ¢alismasiyla, dolagimdaki miR-223’1lin mide kanseri
tanisal etkinliginin nispeten yiiksek oldugu bildirilmistir. Ayrica bagimsiz bir
dogrulama testiyle, plazma miR-223’iin benzer tanisal etkinlige sahip oldugu tespit
edilmistir. Mide kanserli hastalarda yiiksek miR-223 ekspresyonunun, doku, hiicreler
ve plazma arasinda fark gostermedigi bulunmustur. Bu sonuglar, plazma miR-
223’ln, kanser tanisi igin giivenilir ve non-invaziv bir biyobelirte¢ olabilecegini
ortaya koymaktadir. Ancak insan kanser tanisinda potansiyel uygulanabilirligini

dogrulamak tizere genis kapsamli caligmalar gereklidir (Zhou ve dig., 2015).
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2. AMAC

H. pylori cagA, mide kanser gelisimiyle iliskilendirilmis bir viriilans
faktordiir (Peek ve Blaser, 2002). CagA geninin 3’ bdlgesindeki R1, R2, R3 dizi
tekrarlarina bagli olarak (A-D) dort farkli cagA yapisinin varligi bildirilmistir. C-tipi
cagA’ya sahip suslarin, mide kanserli hastalarda daha yaygin oldugu ve siddetli
atrofik gastrite neden olduklar1 gdsterilmistir (Yamaoka vd., 1998). Ayrica cagA
geninin 3’ bolgesinde EPIY A motif iceren dizi tekrarlarinin varligi tespit edilmistir
(Argent ve dig, 2005). EPIYA motiflerinin ¢evresindeki amino asit dizilerine bagh
olarak EPIYA-A, -B, -C veya D olmak iizere {i¢ farkli EPIYA dizisi mevcuttur
(Argent ve dig., 2005). Ozellikle birden fazla EPIYA-C motifi igeren cagA’ nin,
hiicresel molekiillere daha yiliksek oranda baglanarak mide kanser riskini artirdigi

bildirilmistir (Nagase ve dig., 2015).

H. pylori viriilans faktér cagA’ nin, let-7 dahil bircok miRNA ifadesini
degistirdigi tespit edilmistir (Matsushima ve dig., 2011).

Tiirk popiilasyonunun %82. 5’1 H. pylori enfeksiyonu i¢ermesine ragmen H.
pylori’ nin miRNA ifadesine etkisiyle iligkili bir ¢alisma yapilmamistir. Ayrica bu
zamana kadar literatiirde polimorfik (3° degisken bdlgede dizi varyasyonlari)
cagA’ya sahip suslarla enfekte mide kanserli dokularinda miR-200a-3p, miR-225-5p
ve miR-29a-3p ifade degisimlerinin analizine yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Bu sonuglara bagli olarak bu ¢aligmada, mide kanserli dokular1 enfekte eden suslarin
cagA 3’ degisken bolgelerindeki dizi varyasyonlarinin (EPIY A motif tipi ve miktari,
3> degisken bolgedeki R1, R2, R3 bolgelerinin organizasyonu) belirlenmesi
amaclanmistir. Ayrica cagA 3’ bolge dizi varyasyonlarina sahip suslarla enfekte
kanserli mide dokularinda miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p ifade

degisimlerinin analizi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL

3.1. Biyolojik Malzemeler

Kanserli mide doku o6rnekleri, TC. Istanbul Universitesi Istanbul Tip
Fakiiltesi klinik aragtirmalar etik kurulunun 03.09.2014 tarihli 1362 sayil etik kurulu
izni ile toplanmistir. Bu c¢alismaya dahil edilen alti tiimorli doku 6rnegi, NPO
HIPEC sorumlulugunda 2016-2017 yillar1 arasinda TC. Istanbul Egitim ve Arastirma
Hastanesinde mide kanser teshisi konup, mide ameliyati geciren hasatalardan temin

edilmistir.

Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonundan (ATCC) alinan Insan Kafkasya

gastrik adenokarsinoma (AGS) hiicre hatt1 kontrol amagh kullanilmistir.

3.2. Dokularin Saklanmasinda Kullanilan Soliisyonlar

RNAlater” soliisyonu (Ambion) (Thermo Fisher Scientific)
Absolute Etanol (Sigma-Aldrich)

3.3. DNA ve RNA Izolasyonunda Kit Harici Gerekli Kimyasallar
2-Merkaptoetanol (Merck)

Etanol > 99,8% (Sigma-Aldrich)

3.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Bilesenleri

Taq DNA Polimeraz, Rekombinant 5U/ul (Thermo Fisher Scientific)
MgCl,, 25mM (Thermo Fisher Scientific)
dNTP Karisimi, 10mM (Thermo  Fisher Scientific)
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10X (NH4), SO4’lii Tag Tampon

3.5. Primerler

: 750mM Tris-HCI (pH 8.8 25°)
200mM (NH4)2 SO4
0,1% (v/v) Tween 20

(Thermo Fisher Scientific)

Helicobacter pylori cagA 3’ degisken bolge ve dizi varyasyonlarini saptamak i¢in

kullanilan primer dizi ve uzunluklar1 Cizelge 3.1’de verilmistir.

100uM {leri (F) Primer

100uM Geri (R) Primer

(Sentromer)

(Sentromer)

Cizelge 3.1. PZR reaksiyonunda kullanilan primer ¢iftlerinin dizisi ve uzunluklari

Primer

Cag2"-F
Cagd"-R

ileri
Primer
CagA28F
Geri
Primer
CagA-P1C
Geri
Primer
CagA-
P2TA
Geri
Primer
CagA-P3E

CAGI1-F
CAG2-R

VA4F
VA4R

Dizi (5°-3°)

5> GGAACCCTAGTCGGTAATG 3’
5" ATCTTTGAGCTTGTCTATCG 3’

5’ TTCTCAAAGGAGCAATTGGC 3’

5S’GTCCTGCTTTCTTTTTATTAACTTTAGC 3’

5" TTTAGCAACTTGAGTATAAATGGG 3’

5> ATCAATTGTAGCGTAAATGGG 3’

5" ACCCTAGTCGGTAATGGGTTA 3’
5" GTAATTGTCTAGTTTCGC 3’

5" GGAGCCCCAGGAAACATTG 3’
5 CATAACTAGCGCCTTGCAC 3°

Uriin Boyutu

CagA 3’ degisken bolge
450-850bg
(Argent ve dig., 2004,
Rudi ve dig., 1998)

P1, P2,P3 Motifleri icin

P1 motifi
264-291bg
(Argent ve dig., 2004)
P2 motifi
309-336bg
(Argent ve dig., 2004)

P3 motifi
1P. 465-498bg,
2P. 570bg,
3P. 672bg
(Argent ve dig., 2004)
CagA 3’ tekrar dizileri
Tip A 642-651bg,
Tip B ve D 756bg,
Tip C 810-813bg
(Yamaoka ve dig, 1998)
VacA m2 bélgesi 346b¢
(Rudi ve dig., 1998)
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Kantitatif Ger¢cek Zamanl PZR’da olgun miRNA ifadelerinin analizi i¢in kullanilan

primer dizileri Cizelge 3.2’de verilmistir.
10mg/ml MystiCq"” microRNA qPCR Assay Primer (Sigma- Aldrich)

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

Cizelge 3.2. Kantitatif Ger¢ek Zamanli PZR’da kullanilan 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 icin Kullanilan 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™ 100b¢ DNA Ladder

GeneRuler 100b¢’lik DNA Ladder: 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900,
1000 baz ¢iftlik fragmalar igermektedir (Thermo Fisher Scientific)

%?2’lik Agaroz jel :0,5X TBE Tamponu

Agaroz (Sigma-Aldrich)
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6X DNA Jel yiikleme boyasi : 10mM Tris-HCI (pH 7,6)
0.03% Bromfenol mavisi
0.03% Ksilen siyanol FF
60% gliserin
60mM EDTA

(Thermo Fisher Scientific)

3.7. Hiicre Kiiltiirii Besiyeri ve Soliisyonlar

(1:1) 1IX DMEM/ F-12 : Dulbecco’s Modified Eagle Medium
F-12 Nutrient Karisim (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)

I1X PBS (pH: 7.4) (Thermo Fisher Scientific)

DMSO (Sigma-Aldrich)

Tripsin — EDTA (0,05%), fenol kirmizist (Thermo Fisher Scientific)

3.8. Cihazlar

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

Elektroforez Gii¢ Kaynagi EC250-90 (Thermo Fisher Scientifi)
Elektroforez Tank1 (Cleaver Scientific)
Hassas Terazi (Precisa XB220A)
Barnstead™ Smart2Pure™ Su Aritma Sistemi (Thermo Fisher Scientific)
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Dik Tip Otoklav
Mini Spin Plus Mikrosantrifiij
Manyetik Karistirici

Thermal cycler T100™ PZR

CFX Connect™ Real-Time PZR Belirleme Sistemi

Mini Sipin

Multiskan™ GO Mikroplate Spektrofotometre
Homojenizator

Laminar Kabin

Dri-block DB-2D

AF80 Kar Buz Makinesi

Evrensel 320 R Masaiistii Santrifiij

Vorteks

Su Banyosu WNB 14

Inkiibator INCO2

Azot Tanki

pH Metre Masaiistu

FN 500 Kuru Haval1 Sterilizator

Jel goriintiileme cihazt GEN-BOX-imagER CFx
AXIO invert Vert. A1 mikroskop

CKA40 151k mikroskobu

S1 Pipet Filler

SafeVac Vakum Aspirator

-80 Buzdolab1

MD592 Siiper Mikrodalga

31

(BES)
(Thermo Fisher Scientific)
(Heidolph MR3001K)
(BioRad)
(BioRad)
(Four E’S Scientific)
(Thermo Fisher Scientific)
(Retsch MM400)
(Faster SafeFast Classic)
(Techne)
(Scotsman)
(Hettich)
(Heidolph Reax Top)
(Memmert)
(Memmert)
(Thermo Fisher Scientific)
(Isolab)
(Niive)
(ER Biyotek)
(Zeiss)
(Olimpus)
(Thermo Fisher Scientific)
(SCILOGEX)
(Haier-Biomedikal)

(Argelik)



3.9. Sarf Mazlemeler

10ul, 120u1,200ul 1000ul Filtreli ug
10ul, 200ul, 1000ul Pipet ucu
0.5ml, 1.5ml, 2.0ml Eppendorf
0.2ml PZR tiipii

2ml Karyovial tiip

Rack

Steril bistiiri ug

Platemax” UltraClear Sealing Film
PZR ® Mikroplate

Parafilm

15ml ,25ml, 50ml Falkon

250ml Erlen

50ml, 500ml, 1000ml Meziir
75cm” Corning Flask

Cam pastor pipet

Tohma lam

S5mL,10mL,25mL,50mL Corning® Costar® Stripette®
serolojik pipetler

Beher

Corning® 150mL Vakum Filtre

3.10. Kullanilan Kitler

PureLink™ Genomik DNA Mini Kit
NucleoSpin® RNA
MystiCq™ microRNA cDNA Sentez Karisimi

SensiFAST™ SYBR®™ No-ROX Kit
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(Isolab)
(Isolab)
(Axygen)
(Axygen)
(Greiner Bio-one)
(Isolab)
(Braun)
(Axygen)
(Axygen)
(BEMIS)
(Isolab)
(Isolab)
(Isolab)
(Sigma-Aldrich)
(Marienfeld)
(Marienfeld )

(Sigma-Aldrich)

(Isolab)

(Sigma-Aldrich)

(Invitrogen)
(Machery-Nagel)
(Sigma-Aldrich)

(Bioline)



4.YONTEM

4.1. Kanserli Mide Dokularimin Saklanmasi

TC istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesinden toplanan kanserli mide doku
orneklerinden DNA izolasyonu i¢in kullanilacaklar absolute etanol; RNA izolasyonu
i¢in kullanilacaklar ise RN Alater soliisyonu igeren tiiplere konularak -196°C siv1 azot

tankinda muhafaza edildi.

4.2. Kanserli Mide Dokularindan Bakteri Genomik DNA Izolasyonu

Absolute etanol igeren tiiplerde saklanan kanserli mide dokularindan bakteri
genomik DNA izolasyonu, Invitrogen PureLink™ Genomik DNA Mini Kit’in
protokoliine gore yapildi. DNA’ nin konsantrasyon ve safliginin belirlenmesinde
Multiskan™ GO Mikroplate Spektrofotometre kullanildi. DNA konsantrasyonu
Abs260*50*(10/0.52) formiiliiyle belirlendi. DNA saflig1 ise A260/A280 oraniyla
tespit edildi. A260/A280 oran1 1.8 saf DNA’y1, A260/A280 > 1.8 RNA

kontaminasyonunu, A260/A280 < 1.8 protein kontaminasyonunu gostermektedir.

4.3. PZR ile CagA 3’ Degisken Bolge ve Dizi Varyasyonlarinin Saptanmasi

PZR, DNA’daki spesifik bir dizinin ¢ogaltilmasini saglayan in vitro
enzimatik bir yontemdir. PZR ile DNA’daki hedef bolgenin ¢ogaltilabilmesi icin
kalip DNA, oligoniiklotid primerler, dNTP, DNA polimeraz, tampon ve Mg"* gibi
reaktifler gereklidir. Primerler, hedef DNA pargasinin iki ucuna tamamlayici dizilere
sahip olup hedef bolgeyi ceveler. DNA polimeraz da bu primerlere niikleotitleri

ekleyerek hedef bolgenin ¢cogaltilmasini saglar.
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PZR’da her bir dongili; denatiirasyon, primerlerin baglanmasi ve uzamasi
seklinde {i¢ asamadan olugsmaktadir. Bir dongiide olusan iirlinler bir sonraki dongiide
kalip gorevi goreceginden hedef DNA bdlgesi tekrarlayan bir dizi dongiide tssel
olarak artmaktadir (Gribyan ve Avashia, 2013). Tim PZR uygulamalari benzer
sartlarda gerceklestirilememektedir. Bu nedenle PZR optimizasyonu gereklidir.
Optimizasyonun yapilmamasi, PZR iriiniiniin tespit edilememesi veya diisiik
verimlilikte ¢ogaltilmasi, spesifik olmayan iiriinlerin olusumu, primer-dimer gibi bir

takim problemlere neden olmaktadir (Grunenwald, 2003).

Kanserli mide dokularindan izole edilen sus genomik DNA’larinin, cagA 3’
degisken bolgelerinin varligin1 ve icerdikleri varyasyonlari belirlemek tizere PZR
gerceklestirildi. CagA 3’ degisken bolgeyi saptamak igin 450-850bg¢’lik {iriin
olusturan cag2’-F ve cagd’-R primer ¢ifti kullanildi. CagA’ nin 3’ degisken
bolgesinde 3 farkli tirozin fosforilasyon motifi (pI-(A motif), p2-(B motif), p3-(C
motif)) gozlemlenmektedir. Bu li¢ motifin saptanmasinda ileri primer cagA28F’in
sabit tutulup geri primerlerin (A motifi i¢in cagAP1C, B motifi i¢in cagAP2TA ve
C motifi i¢in cagAP3E) degistirildigi ti¢ ayri reaksiyon gerceklestirildi. PZR sonrasi
A EPIYA motifinin 264-291b¢’lik, B EPIYA motifinin 309-336b¢’lik, C EPIYA
motifinin ise 465-498, 570 ve 672 b¢’lik iirlinler olusturmasi beklenmektedir (Sekil
4.1). Ayrica cagA 3’ bolgedeki R1, R2, R3 bolgelerinin tekrarina bagli olusan (A-D)
primer cagA yapisini belirlemek iizere cagl ve cag2 primerleriyle PZR yapildi. PZR
sonrasi cagA’ nin A tipi i¢in 642-651b¢’lik, B ve D tipi i¢in 756bg¢’lik ve C tipi icin
810-813bg’lik iiriinlerin olusmasi beklenmektedir.

Agaroz jel elektroforezi igin 5X TBE tampon, agaroz jel ve 100b¢ DNA
uzunluk belirtecinin hazirlanmasi Cizelge 4.1, optimize edilmis PZR’da kullanilan
reaktifler ve miktarlar1 Cizelge 4.2., reaksiyon kosullar1 ise Cizelge 4.3’te gdsterildi.
PZR sonuglar1 (5ul PZR iirlin; 1X yiikleme boyasi), %2’lik agaroz jelde 110V’da
300mA’de 30dk yiirtitiiliip UV altinda kontrol edildi.

34



50
x
T
N

= = P1 P2 P3 P3 P3
P1C %;g;l‘i\_' P3E P3E P3E
- 264 bp
> 309 bp
= 468 bp
& 570 bp
= 72 bo

Sekil 4.1. CagA P1(A), P2(B) ve P3 (C) EPIYA motiflerinin saptanmasinda kullanilan primer
ciftlerinin pozisyonu ve olusturduklari {iriin boyutlari

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

S54g Tris-Baz + 20ml EDTA + 27,5g Borik asit + dH,O ile
1000mI’ye tamamlanir

5SX TBE Tampon

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

100b¢ DNA uzunluk 1X DNA Ladder : 1X Yiikleme Boyasi: 4X Deiyonize su

belirteci

Cizelge 4.2. PZR reaktifleri ve miktarlar

Reaksiyon Bilesenleri Stok Konsatrasyon Kullanilan miktar | Calisma Konsantasyonu

(NH4),SOy’lii Tag Tampon 10X 2,5ul 1X

MgCl, 25mM 3ul 3mM

dNTP Karigimi 10mM 0,5ul 0,2mM

Ileri Primer 10uM 0,5ul 0,2uM

Geri Primer 10uM 0,5ul 0,2uM

Taq polimeraz 5U/Ml 0,25ul 1,250

DNA 100ng/ul 2ul 200ng
dH,0 - 15,75ul -
Toplam Hacim - 25ul -

Cizelge 4.3. PZR reaksiyon kosullar1

CagA 3’ degisken bolge ve CagA 3’ bolgedeki R1-R2-R3
EPIY A motifleri tekrarlarina bagli boyutlar: farkli
tirtinler
Ik denatiirasyon 95°C 2dk 95°C 2dk
Denatiirasyon 95°C 30sn 95°C 30sn
Baglanma 55°C 30sn 35x 52°C 30sn 35x
Uzama 72°C 1dk 72°C 1dk
Son uzama 72°C 5dk 72°C 5dk
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4.4. Hiicre Kiltiirii

4.4.1. Hiicre Hatlarimin Coziilmesi

Sivi azot tankinda muhafaza edilen 2ml’lik karyovial tiipteki AGS hiicre hatti, 37°C
su banyosunda hizlica ¢ozdiiriildii. 10% fetal sigir serum (FBS), 1% penisilin
streptomisin ve  DMEM/F-12 ile tamamlanmis biiylime ortami hazirlandi. 5Sml
tamamlanmig biiylime ortami, 15ml’lik falkon tiipe aktarildi. Coziinen hiicreler,
tamamlanmis biiylime ortami iceren falkona transfer edildi. Dondurma ortamin
uzaklastirmak igin hiicreler, 4°C’de 1000xg’de 5dk santrifiij edildi. Siipernatant
dikkatlice uzaklastirildiktan sonra hiicre pelleti, 8ml tamamlanmig biiylime ortamiyla
¢ozdiiriildii. 75cm?’lik flasklara (T75), 14ml tamamlanmus biiyiime ortami eklendi ve
¢Ozdiiriilen pelletten 1:8 oraninda ekim yapildi. Hiicre ekimi yapilan flasklar 37°C’de

5% karbondioksit (CO) iceren inkiibatorde biiylimeye birakildi.

4.4.2. Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

Flask yiizeyini 80-90% oraninda kaplayan kiiltiir hiicreleri, yeni biiyiime ortamlarina
pasajlandi. Bunun ig¢in konfluente ulasan flasktaki tamamlanmis biiyiime ortamu,
vakum aspiratorle ¢ekilerek uzaklastirildi. Hiicreler, biiylime ortamindaki serumdan
arindirilmak tizere Sml PBS ile iki kez yikandi. Daha sonra PBS aspire edilerek
uzaklastirildi. Hiicreleri tutunduklar1 yiizeyden ayirmak ig¢in 2ml tripsin eklenen
flask, karbondioksitli inkiibatorde 37°C’de 5dk inkiibe edildi. Hiicrelerin iizerine 5Sml
tamamlanmig biiylime ortami eklenerek tripsinin inaktivasyonu saglandi. Hiicreler
flasktan, falkonlara transfer edilerek 300xg’de 5dk oda sicakliginda santrifiij edildi.
Supernatant dikkatlice uzaklastirildi ve hiicre pelleti, 8ml tamamlanmis biiyiime
ortamiyla ¢ozdiiriildii. 75cm?’lik flasklara (T75), 14ml tamamlanmus bilyiime ortami
eklendi ve ¢ozdiiriilen pelletten 1:8 oraninda ekim yapildi. Hiicre ekimi yapilan

flasklar 37°C’de 5% CO, igeren inkiibatorde biiylimeye birakildi.
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4.4.3. Hiicre Hattinin Dondurulmasi

Flasktan tamamlanmig biiylime ortami, vakum aspiratorle cekilerek uzaklastirildi.
Sml PBS ile hiicreler iki kez yikandi. 2ml tripsin eklenen flask, karbondioksitli
inkiibatdrde 37°C’de 5dk inkiibe edildi. Flaska 5ml tamamlanmis biiyiime ortami
eklendikten sonra hiicre siispansiyonu falkona transfer edildi. Hiicreler thoma
laminda sayildiktan sonra 300xg’de 5dk oda sicakliginda santrifiij edildi. Supernatant
dikkatlice uzaklastirildi. %50 DMEM-F12 |, %40 FBS ve %10 DMSO ile
dondurma ortami hazirland:. Hiicre pelleti, 1ml dondurma ortaminda yaklasik 5x10°
hiicre olacak sekilde ¢ozdiiriildiikten sonra karyovial tiiplere transfer edildi. Bu tiipler

bir gece -80°C’de bekletildikten sonra ertesi giin sivi azot tankina yerlestirildi.

4.5. Total RNA izolasyonu

AGS hiicre hattindan total RNA izolasyonu

AGS hiicrelerini i¢eren 75cm”lik flasktan, tamamlanmis biiyiime ortami
vakum aspiratorle c¢ekilerek uzaklastirildi. Sml PBS ile hiicreler iki kez yikandi. 2ml
tripsin eklenen flask karbondioksitli inkiibatorde 37°C’de S5dk inkiibe edildi.
Hiicrelerin iizerine 5Sml tamamlanmis biiylime ortami eklendi. Hiicreler flasktan,
falkonlara transfer edilerek 300xg’de 5dk oda sicakliginda santrifiij edildi.
Supernatant dikkatlice uzaklastirilarak pelleti olusturan hiicrelerden total RNA
izolasyonu, NucleoSpin® RNA protokoliine gére yapild:.

Kanserli mide dokularindan total RNA izolasyonu

RNAlater® soliisyonu igeren tiiplerde saklanan kanserli mide dokularindan
total RNA izolasyonu, NucleoSpin® RNA protokoline gére yapildi. RNA
konsantrasyon ve safliginin belirlenmesinde, Multiskan™ GO Mikroplate
Spektrofotometre kullanildi. RNA konsantrasyonu A26%*40%*(10/0,52) formiiliiyle
belirlendi. RNA saflig1 ise A260/A280 oraniyla tespit edildi. A260/A280 oraninin

1.8- 2.1 arasinda olmas1t RNA’ nin saf oldugunu gostermektedir.
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4.6. cDNA Sentezi

Elde edilen total RNA’dan, miRNA c¢cDNA sentezi igin MystiCq™ miRNA

cDNA sentez karisimi kullanildi. RNA izolasyon sonrasi diisiik konsantrasyona sahip

ornekler, 400ng (0,4ug) veya 500ng (0,5ug), yiksek konsantrasyona sahip drnekler

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

cDNA sentezinde kullanilan RNA miktarlar1 Cizelge 4.4’te, cDNA sentez reaksiyon

reaktifleri ve miktarlar Cizelge 4.5 ve Cizelge 4.6’da gosterildi.

Cizelge 4.4. RNA konsantrasyonu ve cDNA sentezinde kullanilan RNA miktarlari

RNA cDNA sentezinde Olusan cDNA Niikleazsiz su
Ornek Konsantrasyonu kullanilan RNA miktari tirtin miktar1
AGS hiicre 650 ng/ ul 1,5 ul 1000ng 5,5ul
hatt
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 4,5ul 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

Asagidaki reaktifler, buz lizerine yerlestirilmis 0,2ml’lik PZR tiiplerine dagitildu.

Cizelge 4.5. Poli (A) kuyruk ekleme reaktifleri

Reaktif

Hacim

Poli (A) Kuyruk ekleme Tamponu (5x)

2ul

RNA lug’ye kadar

1-5ul (0,4ug-1ug)

Niikleazsiz su 1-6ul
Poli (A) Polimeraz lul
Total Hacim 10ul

Tiipler 37°C’de 60sn, 70°C°de 5dk inkiibe edildi.
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Ilk-zincir cDNA sentez reaksiyonu

Asagidaki reaktifler poli (A) kuyruk ekleme reaksiyonuna eklendi.

Cizelge 4.6. Ilk-zincir cDNA sentez reaktifleri

Reaktif Hacim
Poli (A) Kuyruk ekleme reaksiyonu 10ul
MystiCq microRNA ¢cDNA Reaksiyon Karigimi 9ul
ReadyScript Ters Transkriptaz lul
Total Hacim 20ul

Tiipler 42°C ‘de 20dk, 85°C’de 5dk inkiibe edildi.

Kantitatif gercek zamanli PZR’da 20ng/ul cDNA kullanilacagi i¢in 500ng ve
1000ng (20ul’de 500ng ve 1000ng) olarak sentezlenen miRNA cDNA iiriinleri,

lul’de 20ng olacak sekilde niikleazsiz suyla seyreltildi. cDNA sentez iiriinlerinin

seyretilmesi Cizelge 4.7°de gosterildi.

Cizelge 4.7. cDNA sentez liriinlerinin seyreltilmesi

Ornek cDNA sentez iiriin
miktari

Seyreltme-eklenecek
niikleazsiz su miktari

Son konsantrasyon

AGS hiicre hatt1

ve T1, T3, TS, 20ul’de 1000ng 30ul 50ul’de 1000ng
T6 dokular 20ng/ul

T4 dokusu 20ul’de 500ng 5ul 25ul’de 500ng
20ng/ul
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4.7. Kantitatif Gercek Zamanh PZR ile Olgun MiRNA Ifadesinin Analizi

Gergek zamanli PZR, gen ifadesinin analizini saglayan giivenli kantitatif bir
yontemdir. Bu yontemde, PZR iiriin konsantrasyonunu floresans yogunluguyla
iliskilendiren ¢esitli floresan boyalar veya hibridizasyon problar1 kullanilmaktadir

(Wong and Medrano, 2005).

Gergek zamanl PZR, dogrusal zemin fazi, issel faz, dogrusal faz ve plato
faz1 olmak iizere dort fazdan olugsmaktadir (Sekil 4.7). Dogrusal zemin fazinda (ilk
10-15 dongii) PZR yeni baslamakta ve floresan sinyal, arka plan1 asamadigindan
sadece arka plan floresansi tespit edilebilmektedir. Erken iissel fazda, floresan
seviyesi, arka plan floresansindan daha yiiksek bir esige (threshold) ulasmaktadir.
Floresansin bu esige ulastigindaki dongii, Ct veya Cq (dongii esigi) olarak
tanimlanmaktadir. Bu deger, baslangigtaki kopya sayisina karsilik gelmektedir. Ussel
faz boyunca, her dongiiden sonra DNA miktar iki katina ¢ikmaktadir. Ancak PZR
bilesenlerinin etkinlik ve miktarlariin azalmasiyla reaksiyon yavaslamaya baslar.
Boylece DNA her dongiide iki katina ¢ikamayacagindan reaksiyon dogrusal faza
gecer. Reaksiyon bilesenlerinin tamamen tiikkenmesiyle iiriin olusamadigi igin
reaksiyon, floresan seviyesinde artisin olmadigi bir plato fazinda ilerler (Sekil 4.2)
(Wong ve Medrano, 2005).

Cogalma Alan:

0.7 4 = -
Plato faz: ﬁ I
0.6 —

Dogrusal faz -

0.5+

. 0.4 TUssel Faz ‘\ V4

1 03

Dozrusal zemin faz:
0.2 1 e \

2 L 4 0 12 14 14 | 20 =2 -] 23 ) n e » 3 = = =3

Sekil 4.2. Gergek Zamanli PZR fazlar1 (Wong ve Medrano, 2005)

Taban c¢izgisi (base line), tespit seviyesinin altindaki floresans sinyalinin
dongii sayisidir. Esik (thresold), iiriin floresan artisindan Onceki spesifik olmayan

floresans degeridir (Arismendry ve Castellanos, 2011).
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Gergek zamanli PZR reaksiyonundan elde edilen veriler, kesin ve goreceli
olarak Olciilebilmektedir. Kesin Ol¢lim, gen ifade miktarinin sayisal (iiriin kopya
sayis1) olarak belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bunun i¢in konsantrasyonu bilinen
bir 6rnegin bir seri diliisyon standartlar1 kullanilarak bir standart egri olusturulur.
Miktar1 bilinmeyen Orneklerin Ct degerleri, bu standart egriyle karsilagtirilarak {irtin
miktar1 belirlenebilmektedir. Goreceli Ol¢iim, gen ifadesinin olup olmadigini
belirlemek ve Ornekler arasinda gen ifade degisikliklerini karsilastirmak igin
kullanilmaktadir. Bir ornekteki (6rnegin tiimorlii doku) gen ifade degisiklikleri,
kalibrator (normal doku) olarak bilinen bir referans oOrnekle karsilagtirilarak

2724 test (tiimor dokusu) ve referans (normal

belirlenir. Karsilastirmali Ct yontemi (
doku) oOrnekler arasindaki gen ifade degisimlerinin (kat degisimlerini)
belirlenmesinde kullanilmaktadir. Her 6rnek icin kullanilacak RNA miktarlarindaki
farkliliklar1 diizeltmek ve PZR kurulumu ve dongii siireglerinin neden oldugu
degisimleri azaltmak {izere referans genler, PZR’i normalize etmek igin
kullanilmaktadir. Referans gen olarak GAPDH (gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz),
B-aktin ve 18S rRNA gibi internal genler kullanilmaktadir. Ciinkii bu genler tiim
dokularda benzer oranlarda ifade edilmekte ve herhangi bir tedavi siirecinde ifadeleri
genellikle sabit kalmaktadir. Bu yontemde test (tiimor doku) ve referans (normal
doku) orneklerden elde edilen hedef genin Ct degerleri, dogrudan bir internal gene
normalize edilir. Yani ilk once test ve referans ornekler i¢in hedef gen ve internal
genin Ct degerleri arasindaki fark (ACt) hesaplanir. Ardindan hedef ve referans
orneklerin ACt degerlerinin farki (AACt) hesaplanir. Burda hedef 6rnegin ACt’si
referans orneginin ACt’sine normalize edilir. Iki &rnek arasindaki hedef genin

(-AAD)

ifadesindeki kat degisimi, 2 ile bulunur (Rao ve dig., 2013, Wong ve Medrano,

2005).

ACt (test 6rnek ) = Ct (hedef gen) — Ct (internal gen)
ACt (referans 6rnek) = Ct (hedef gen) — Ct (internal gen)
AACt = ACt (test 6rnek) - ACt (referans 6rnek)

2024 = hedef gen kat degisimi
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AGS hiicre hattina kiyasla polimorfik cagA’ya sahip suslarla enfekte kanserli

mide dokularinda miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p ifade degisimlerinin
analizi icin ger¢ek zamanli PZR, SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit kullanilarak

gerceklestirildi. AGS hiicre hatti, H. pylori enfeksiyonu igermediginden kontrol

grubu olarak kullanildi. Normalizasyon i¢in ise RNUG6-1 tercih edildi. Reaksiyonda

kullanilacak reaktifler ve miktarlar1 Cizelge 4.8’de, reaksiyon kosullart ise Cizelge

4.9°da gosterildi.

Cizelge 4.8. Ger¢ek zamanli-PZR’da kullanilacak reaktifler

Reaktif Stok Kullanilan Calisilan
Konsantrasyon Miktar Konsantrasyon
SensiFAST SYBR® Non-ROX Karisimi 2X Sul 1X
MystiCq mikroRNA qPZR Deneme 10uM 0,4ul 400nM
Primer
MystiCq Evrensel PZR Primer 10uM 0,4ul 400nM
cDNA 20ng/ul lul 20ng
Niikleazsiz su - 3,2ul -
Toplam hacim - 10ul -

Cizelge 4.9. Gergek zamanli-PZR reaksiyon kosullar

On inkiibasyon 95 °C 2dk

Denatiirayon 95 °C 5sn
40X

Baglanma 60 °C 30sn
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S.BULGULAR

5.1 PZR ile CagA 3’ Degisken Bolge ve Dizi Varyasyonlarinin Saptanmasi

H. pylori’ye 6zgii primerlerle gerceklestirilen PZR reaksiyon sonucunda alti
kanserli mide dokusunun H. pylori’yle enfekte oldugu belirlendi (Sekil 5.1. Sekil 5.2.
Sekil 5.3).

PZR sonucunda cagA 3’ degisken bolge, {i¢ kanserli mide dokusundan izole
edilen suslarda tespit edildi. Boylece alt1 kanserli mide dokusundan ii¢liniin cagA
pozitif, diger licliniin ise cagA negatif oldugu belirlendi. CagA 3’ degisken bdlgenin,
iki kanserli mide dokusundan izole edilen suslar i¢in ~554b¢’lik tek bantli PZR
iiriinii ve tek kanserli mide dokusundan izole edilen suslar icin ise ~554bg¢’lik ve
~745b¢’lik ¢ift bantli PZR iiriinii 2%’lik agaroz jelde gozlemlendi. Bu ¢ift banth
iiriin sonucuna gore, bir kanserli mide dokusunun en az iki ¢esit sus icerdigi
diistiniilmektedir. CagA 3’ degisken bolgenin iiriin boyutu, EPIY A motifinin tahmin
edilmesine olanak saglamaktadir. Buna bagli olarak cagA 3’ degisken bolgenin
~554bg¢’lik PZR iiriiniiniin ABC EPIY A motifini, ~745b¢’lik {irliniiniin ise ABCCC
EPIY A motifini i¢erdigi tahmin edilmektedir (Sekil 5.1).

CagA’ nin 3’ degisken bolgesinde R1, R2 ve R3 tekrarlarim1 kapsayan
bolgenin varligi, PZR sonucunda ii¢ kanserli mide dokusundan izole edilen suslarda
tespit edildi. R1, R2 ve R3 tekrarlarin1 kapsayan bdlgenin, iki kanserli mide
dokusundan izole edilen suslar i¢cin ~651b¢’lik tek bantli PZR {iriinii, bir kanserli
mide dokusundan izole edilen suslar icin ise ~651b¢’lik ve ~810bg¢’lik ¢ift banth
PZR iirlinii %2’lik agaroz jelde gbzlemlendi. Boylece ii¢ kanserli mide dokusundan
ikisinin A tipi (~651bg) tek tip sus, birinin ise A ve C (~810bg) tipi olmak iizere iki
cesit sus icerdigi belirlendi (Sekil 5.1).
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~745b¢ 3’

bolge

~544bg
3’bolge

100bp TI3' T23' T33%' 3 T53 ‘ 100bp TIR" T2R" T3R' T4R' TSR' T6R' WISl

Sekil 5.1. PZR ile cagA 3’ degisken bdlgenin ve R1, R2, R3 gibi farkli tekrarlar1 kapsayan bolgenin
saptanmasi; 1 ve 9 kuyucuklar uzunluk belirteci 100b¢ Marker, T13’-T63” dokulardan T23’, T33’ ve
T53” dokular cagA 3’ degisken bolge igin (+), TIR’-T6R’ dokulardan T2R’, T3R’ ve T5R’ dokular
cagA 3’ bolgede R1,R2, R3 tekrarlar1 kapsayan bolge i¢in (+), 8 ve 16 kuyucuklar negatif kontrol

(NK)

EPIYA motiflerinin varligini, tipini ve tekrar sayisini saptamak icin PZR
reaksiyonu gercgeklestirildi. CagA pozitif iki kanserli mide dokusundan izole edilen
suslarin, cagA P1 motifi i¢in 264bg¢’lik ve 291bg¢’lik, P2 motifi i¢in 309b¢’lik ve P3
motifi i¢in 468b¢’lik PZR iirlinleri %2’lik agaroz jelde gozlemlendi. Boylece bu
suslarin, cagA ABC EPIYA motifini igerdigi belirlendi. CagA pozitif bir kanserli
mide dokusundan izole edilen suslarin ise cagA P1 motifi i¢in 264bg¢’lik, P2 motifi
icin 309b¢’lik, P3 motifi i¢in digerlerinden farkli olarak 672bg¢’lik PZR iiriinleri
%?2’lik agaroz jelde gozlemlendi. Boylece bu suslarin, cagA AB ve ABC EPIYA
motifleri icerdigi belirlendi. CagA 3’ degisken bdlgenin boyutuna bagl olarak bu
dokunun, cagA ABC ve ABCCC EPIYA motiflerine sahip iki ¢esit susu icerdigi
tahmin edilmekteydi. Ancak EPTY A motiflerini belirlemek i¢in gerceklestirilen PZR
sonucunda, P3 motifinin (C motifi) 468b¢’lik ve 570bg¢’lik iiriinleri tespit edilemedi
(Sekil 5.2).
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468bg p3-
C motif

309b¢ p2 -B
motif
291bg pl-
A motifi

468bg p3-
C motif

309b¢ p2-
B motif
264bg pl- A
motif

TIPI TIP2

TIP3 T2P1 T2P2 T2P3 100bp T3Pl

T3P2

T3P3 T4P1 T4P2 T4P3

672bg p3 —
C motif

Sekil 5.2. PZR ile EPIY A motiflerinin saptanmasi; 1 ve 8 kuyucuklar uzunluk belirteci 100bg¢ Marker,
T2 ve T3 dokular pl, p2 ve p3 motifler i¢in (+), T1 ve T4 dokular p1, p2 ve p3 motifler i¢in (-)

T5P1  T5P2 T5P3 T6P1 T6P2

IOZMPINK [P2NK_JP3NK

Sekil 5.2. PZR ile EPIYA motiflerinin saptanmasi; 1.kuyucuk uzunluk belirteci 100b¢ Marker, TS
dokusu pl, p2 ve p3 motifler i¢in (+), T6 dokusu pl, p2 ve p3 motifler i¢in (-), PINK, P2NK, P3NK
ise P1, P2, P3 i¢in negatif kontrol (NK)
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346bg
vacA m2

Sekil 5.3. H. pylori vacA m2 bolgeleri; 1. kuyucuk uzunluk belirteci 100b¢ marker, T1, T4, T6
dokular1 vacA m2 bélgesi i¢in (+)

5.2. Kanserli Mide Dokularinda Olgun MiRNA ifade Degisiminin Belirlenmesi

AGS hiicre hattina kiyasla H. pylori pozitifligi tespit edilen alt1 kanserli mide
dokusundaki miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p ifadelerinin degisimi, SYBR
Green floresan boya kullanilarak Ger¢ek Zamanli PZR ile incelendi. H. pylori
enfeksiyonu icermeyen AGS hiicre hatt1 kontrol grubu olarak kullanildi. AGS hiicre
hattina kiyasla H. pylori ve polimorfik cagA varliginda kanserli mide dokularindaki
miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p ifadelerinin kat degisim miktar1 Tablo 5.1,
Tablo 5.2 ve Tablo 5.3’te verildi. Ayrica miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p
ifadelerinin kat degisim miktar1 Sekil 5.4, Sekil 5.5 ve Sekil 5.6’de grafik olarak

gosterildi.

AGS hiicre hattina kiyasla H. pylori pozitif alti kanserli mide dokusunun
besinde miR-200a-3p ifadesinin azaldigi; birinde ise ¢ok az bir artis gosterdigi
gozlemlendi. CagA negatif kanserli mide dokulara kiyasla cagA pozitif kanserli
mide dokularinda miR-200a-3p ifadesinin daha fazla azaldig1 belirlendi. AGS hiicre
hattina kiyasla ABC EPIYA motifli A-tipi cagA’yr igeren iki kanserli mide
dokusundan birinde miR-200a-3p’ nin 0,026 kat; digerinde ise 0,15 kat daha az ifade
edildigi tespit edildi. AGS hiicre hattina kiyasla AB EPIYA motifli A ve ABC
EPIYA motifli C tipi cagA’lar1 iceren bir kanserli mide dokusunda ise miR-200a-3p’
nin 0,064 kat daha az ifade edildigi bulundu (Cizelge 5.1 ve Sekil 5.4).
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Cizelge 5.1. AGS hiicre hattina kiyasla kanserli mide dokularinda miR-200a-3p ifadesinin degisimi

Ornek Doku Kontrol AACq 2CACD Kat Kat
ACq (AGS) Ekspresyon | maksimum | minimum
Degeri ACq kat hata hata
Degeri degisimi
AGS hiicre hatt1 6,60 0 1 0,094294 | 0,086169
H. pylori (-)
T1 doku 6,53 6,60 -0,07 1,049 0,052188 | 0,049717
cagA(-)
T2 doku 11,88 6,60 5,28 0,026 0,002533 0,002307
ABC EPIYA
motifli A-tipi
cagA
T3 doku 10,56 6,60 3,96 0,064 0,002266 | 0,002189
AB EPIYA
motifli A ve ABC
EPIY A motifli
C tipi cagA
T4 doku 8,57 6,60 1,97 0,256 0,039109 | 0.033929
cagA (-)
TS5 doku 9,32 6,60 2,72 0,15 0,004825 0,004677
ABC EPIYA
motifli A tipi
cagA
T6 doku 8,55 6,60 1,95 0,259 0,00454 0,004462
cagA (-)
1,2 - miR-200a-3p ifade seviyesi
- 1
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 - _
0 -
AGS Tl T2 T3 T4 T5 T6

Sekil 5.4. AGS hiicre hattina kiyasla mide kanser dokularinda miR-200a-3p ifadesinin degisimi
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AGS hiicre hattina kiyasla H. pylori enfekte alti kanserli mide dokusunda
miR-29a-3p ifadesinin azaldig1 belirlendi. CagA negatif kanserli mide dokularina
kiyasla cagA pozitif kanserli mide dokularinda miR-29a-3p ifadesinin daha fazla
azaldig: tespit edildi. AGS hiicre hattina kiyasla ABC EPIYA motifli A-tipi cagA
pozitif iki kanserli mide dokusunda miR-29a-3p’ nin 0,03 kat daha az ifade edildigi
bulundu. AGS hiicre hattina kiyasla AB EPIY A motifli A ve ABC EPIYA motifli C
tipi cagA’lar i¢in pozitif bir kanserli mide dokusunda miR-29a-3p’ nin 0,015 kat
daha az ifade edildigi belirlendi (Cizelge 5.2 ve Sekil 5.5).

Cizelge 5.2. AGS hiicre hattina kiyasla kanserli mide dokularinda miR-29a-3p ifadesinin degisimi

Ornek Doku Kontrol | AACq 20AACD Kat Kat
ACq (AGS) Ekspresyon | maksimu | minimum
Degeri ACq kat degisimi m hata hata
Degeri
AGS hiicre hatt1 4,01 0 1 0,086735 | 0,079812
H. pylori (-)
T1 doku 5,47 4,01 1,46 0,36 0,012819 | 0,012382
cagA(-)
T2 doku 8,92 4,01 4,91 0,033 0,00082 0,0008
ABC EPIYA motifli A
tipi cagA
T3 doku 10,03 4,01 6,02 0,015 0,000654 | 0,000628

AB EIY A motifli A ve
ABC EPIY A motifli C-
tipi cagA’lar

T4 4,65 4,01 0,64 0,644 0,029676 | 0,028369
doku cagA (-)
TS5 doku 8,97 4,01 4,96 0,032 0,000112 | 0,000112
ABC EPIYA motifli A
tipi cagA
T6 doku 8,35 4,01 4,34 0,049 0,001925 | 0,001853
cagA (-)
1,2 - miR-29a-3p ekspresyon seviyesi
1 gk
0,8 1
06 - &
04 - =
0,2
0 _ B _ -
AGS T1 T2 T3 T4 T5 T6

Sekil 5.5. AGS hiicre hattina kiyasla kanserli mide dokularinda miR-29a-3p ifadesinin degisimi
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AGS hiicre hattina kiyasla H. pylori enfekte alti kanserli mide dokusunda
miR-223-5p ifadesinin arttigi gozlemlendi. ABC EPIYA motifli A-tipi cagA’ya
sahip suslarla enfekte iki kanserli mide dokusunun birinde miR-223-5p ifadesinin
diger kanserli mide dokularina kiyasla daha fazla arttigi belirlendi. AGS hiicre
hattina kiyasla bu kanserli mide dokusundaki miR-223-5p ifadesinin 8 kat daha fazla
oldugu tespit edildi. AGS hiicre hattina kiyasla AB EPIY A motifli A ve ABC EPIYA
motifli C tipi cagA’lar i¢in pozitif kanserli mide dokusunda ve ABC EPIY A motifli
A tipi cagA pozitif kanserli mide dokusunda, miR-223-5p’ nin sirasiyla 3,3 ve 2,77
kat daha fazla ifade edildigi bulundu (Cizelge 5.3., Sekil 5.6).

Cizelge 5.3. AGS hiicre hattina kiyasla kanserli mide dokularinda miR-223-5p ifadesinin degisimi

Ornek Doku | Kontrol AACq 20AACD Kat Kat
ACq (AGS) Ekspresyon | maksimum | minimum
Degeri ACq kat hata hata
Degeri degisimi
AGS hiicre hatt1 13,44 0 1 0,125058 0,11157
H. pylori (-)
T1 doku 12,75 13,44 -0,69 1,6 0,103847 0,097567
cagA (-)
T2 doku 10,44 13,44 -3,01 8 0,42837 0,40667
ABC EPIYA motifli
A-tipi cagA
T3 doku 11,72 13,44 -1,73 33 0,011477 0,011437

AB EPIY A motifli
ve ABC EPIYA
motifli C tipi

cagA’lar

T4 doku 11,37 13,44 -2,07 4,19 0,492473 0,440776

cagA (-)

TS5 doku 11,97 13,44 -1,47 2,77 0,117639 0,112847
ABC EPIY A motifli

A-tipi cagA
T6 doku 11,49 13,44 -1,95 3,86 0,605403 0,523394
cagA (-)
10 - miR-223-5p ifadesinin seviyesi
8 - I
6 -
4 - 1 il
= =0
2 b =
=L
0
AGS T1 T2 T3 T4 T5 T6

Sekil 5.6. AGS hiicre hattina kiyasla kanserli mide dokularinda miR-223-5p ifadesinin degisimi
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AGS hiicre hattina kiyasla polimorfik cagA pozitif kanserli mide dokularinda
miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p ifadesinin kat degisimi Cizelge 5.4’te

gosterildi.

Cizelge 5.4. miR-200-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p ifadesinin kat degisimi

Polimorfik cagA pozitif dokular MiRNA AGS hiicre hattina kiyasla
kat degisimi
ABC EPIYA motifli A-tipi cagA pozitif miR-200a-3p 0.026 *
doku
AB EPIY A motifli A ve ABC EPIYA miR-200-3p 0.064

motifli C-tipi cagA pozitif doku

ABC EPIYA motifli A-tipi cagA pozitif miR-200-3p 0.15 *
doku
ABC EPIYA motifli A-tipi cagA pozitif miR-29a-3p 0.03 *
doku
AB EPIYA motifli A ve ABC EPIYA miR-29a-3p 0.015 *
motifli C-tipi cagA pozitif doku
ABC EPIYA motifli A-tipi cagA pozitif miR-29a-3p 0.03 *
doku
ABC EPIYA motifli A-tipi cagA pozitif miR-223-5p 8 f
doku
AB EPIY A motifli A ve ABC EPIYA miR-223-5p 33 f
motifli C-tipi cagA pozitif doku
ABC EPIYA motifli A-tipi cagA pozitif miR-223-5p 2.77 f
doku
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6. TARTISMA

H. pylori cagA, mide kanser gelisimiyle iliskilendirilmis bir viriilans
faktordiir (Peek ve Blaser, 2002). CagA proteini, fosforilasyona bagimli ve bagimsiz
bir sekilde hiicredeki bircok molekiille etkileserek hiicre ¢ogalmasinin artmast,
apoptozun baskilanmast gibi birtakim hiicresel degisikliklere neden olmaktadir
(Cover, 2016). CagA geninin, 3’ degisken bolgedeki R1, R2 ve R3 tekrarlarina bagh
olarak (A-D) dort farkli yapiya sahip oldugu saptanmistir. Bunlardan C-tipi cagA
yapisina sahip suslarin, mide kanserli hastalarda daha yaygin oldugu ve siddetli
atrofik gastrite neden oldugu gosterilmistir (Yamaoka ve dig., 1998). Ayrica cagA 3’
degisken bolgede farkli tip ve sayida EPIYA (A-B-C) motiflerinin varligi bildirilmis
ve bunlardan EPIYA-C motif tekrarindaki artisin mide kanser riskini artirdigi ortaya
konulmustur (Nagase ve dig., 2015). Bu calismada cagA pozitifligi tespit edilmis ii¢
mide kanserli dokudan ikisinin, ABC EPIYA motifli A-tipi cagA’ya sahip tek tip
susu; birinin ise AB EPIY A motifli A ve ABC EPIYA motifli C tipi cagA’lara sahip
iki cesit susu icerdigi belirlendi. CagA 3’ degisken bolgenin PZR f{iriin boyutu,
EPIY A motifinin belirlenmesine olanak saglamaktadir (Argent ve dig., 2005). Buna
bagli olarak AB ve ABC EPIYA motifli cagA’lar igerdigi belirlenen suslarin, cagA
3’ degisken bolgenin iiriin boyutuna bagli olarak ABC ve ABCCC EPIYA motifli
cagA’lan icermesi beklenmekteydi. Ancak EPIYA motiflerinin belirlenmesi igin
gerceklestirilen PZR’da iki EPTYA-C motifi (468bg ve 570bg’lik) tespit edilemedi.
Bu motiflerin tespit edilememesi, EPIYA-C motiflerini i¢eren dizilerin primerler
tarafindan taninamayacak alternatif sekanslara sahip olabilmesinden kaynaklanabilir
(Argent ve dig., 2005). Ayrica 3’ degisken bdlgedeki insersiyonlar ve delesyonlar,
cagA 3’ degisken bolge PZR {irlin boyutunu degistirebilmektedir (Argent ve dig.,
2005). Bu nedenle AB ve ABC motiflerini igerdigi belirlenen cagA 3’ bolgelerde
insersiyonlar meydana gelmis olabilir. Bu sonucglara bagli olarak EPIYA-C

motiflerin veya insersiyonlarin varliginin belirlenebilmesi i¢in dizi analizi gereklidir.
51



Mide kanserinde miR-200a ifadesinin énemli dl¢iide azaldig: tespit edilmistir
(Chen ve dig., 2013). Ancak bir calismada miR-200a’ nin iki farkli transkriptinden
biri olan miR-200a-3p ifadesinin mide kanserinde arttig1 bildirilimistir (Chen ve dig.,
2015). MiR-200a’ nm B-katenini ve ZEBI/ZEB2 kompleksini hedefleyerek
cogalmayi, migrasyon, invazyon ve metastazi baskiladigir gosterilmistir (Cong ve
dig., 2013). H. pylori enfekte insan mide mukozasinda miRNA ekspresyon profilini
belirlemek i¢in yiiriitiillen bir ¢alismada, miR-200a ifadesinin azaldigi bulunmustur
(Matsushima ve dig., 2011). Ancak bu zamana kadar polimorfik cagA pozitif
kanserli mide dokularinda miR-200a-3p ifadesindeki degisimin analizine ydnelik
literatiirde bir calisma bulunmamaktadir. Bu calismada AGS hiicre hattina kiyasla
cagA 3’ degisken bolgesinde dizi varyasyonlarina sahip suslarla enfekte kanserli
mide dokularinda miR-200a-3p ifadesinin azaldig1 belirlendi. Bu sonuca ve daha
onceki ¢aligmalara goére miR-200a-3p’ nin, timor baskilayici bir fonksiyona sahip
olup 3’ bolgede dizi varyasyonlari i¢eren cagA viriilans faktor varliginda ifadesinin

azalabilecegi diigiiniilmektedir.

Mide kanserinde miR-29a ifadesindeki azalmanin kanser gelisimini ve
ilerlemesini tesvik ettigi bildirilmistir. Bu nedenle miR-29a, mide kanserinde tlimor
baskilayic1 bir role sahiptir. MiR-29a’ nin potansiyel hedefleri arasinda Robol,
VEGF-A, p42.3 ve ITGBI yer almaktadir. MiR-29a’ nin, bu genlerin ifadesini
azaltarak g¢ogalmayi, migrasyon, invazyon ve metastazi baskiladigr bildirilmistir
(Chen ve dig., 2014, Cui ve dig., 2011, He ve dig., 2016, Liu ve dig 2015). MiR-
29a’ nin iki farkli transkriptinden biri olan miR-29a-3p’ nin mide kanserinde 6nemli
olgiide azaldigr bulunmustur. MiR-29a-3p” nin G1/S gecisinde gorevli siklinDI,
CDK2, CDK4 ve CDKG6 ifadelerini azaltarak ¢oglamayi baskiladigi gosterilmistir.
Ayrica miR-29a-3p’ nin mide kanser hiicrelerinin migrasyon ve invazyonunu
baskiladig1 ortaya konulmustur. ITGA6 ve DNMT3A, miR-29a-3p’ nin potansiyel
hedefleri olarak gosterilmistir (Zhao ve dig., 2015). Ancak bu zamana kadar H.
pylori enfekte kanserli mide dokularinda ve 6zellikle polimorfik cagA varliginda
miR-29a-3p ifadesindeki degisimin analizine yonelik literatiirde bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Bu c¢alismada AGS hiicre hattina kiyasla cagA 3’ dizi
varyasyonlarina sahip suslarla enfekte kanserli mide dokularinda miR-29a-3p
ifadesinin azaldig1 tespit edildi. AGS hiicre hattina kiyasla ABC EPIYA motifli A-

tipi cagA pozitif iki kanserli mide dokusunda miR-29a-3p ifadesinin benzer oranda

52



azaldig1 gozlemlendi. AGS hiicre hattina kiyasla AB EPIYA motifli A ve ABC
EPIYA motifli C tipi cagA’lar i¢in pozitif kanserli mide dokusunda miR-29a-3p’
nin daha fazla azaldig1 bulundu. Bu sonuglara gore 3° bolgedeki dizi varyasyonlarina
bagli patojenik aktivitesi artan cagA’ nin varliginda miR-29a-3p ifadesinin daha

fazla azalacagi tahmin edilmektedir.

Mide kanserinde onkogenik bir fonksiyona sahip miR-223’tin FBXW7’yi
hedefleyerek cogalmay1 tesvik etmesi ve apoptozu baskilamasiyla mide kanseri ve
ilag direncinin gelismesine katkida bulundugu bildirilmistir (Li ve dig., 2012, Zhou
ve dig., 2015). Ayrica kanser metastazinin baskilanmasinda 6nemli rol oynayan
EPB41L3’lin, miR-223’lin hedefi oldugu tespit edilmistir (Li ve dig., 2011). H.
pylori enfekte normal mide ve mide kanser dokularinda, miR-223 ifadesinin arttig1
bulunmustur (Ma ve dig., 2013). Ozellikle miR-223 ifadesindeki artisa bagli mide
kanseri ve ilag direncinin gelismesinde H. pylori enfeksiyonunun Onemli rol
oynayacagi ileri stiriilmiistiir (Zhou ve dig., 2015). Ancak polimorfik cagA pozitif
kanserli mide dokularinda miR-223-5p ifadesindeki degisimin analizine ydnelik
literatiirde bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada AGS hiicre hattina kiyasla
cagA 3’ dizi varyasyonlarina sahip suslarla enfekte kanserli mide dokularinda miR-
223-5p ifadesinin arttig1 belirlendi. Bu sonuglara gore polimorfik cagA’ nin

varliginda miR-223-5p ifadesinin artacagi diistiniilmektedir.

Bu calismada sinirlt sayida o6rnek kullanilmistir. Elde edilen bu sonuglarin
istatistiksel olarak anlamlandirilabilmesi i¢in 6rnek sayisinin artirilmasi gereklidir.
Ayrica polimorfik cagA pozitif kanserli mide dokularinda bu miRNA’larin
hedefledigi genlerin ifadesinin analizi, polimorfik cagA’ nin bu miRNA’larin

ifadesine etkisinin belirlenmesinde etkili olacaktir.

Bu calismada az sayida ornek kullanilmasina ragmen AGS hiice hattina
kiyasla dizi varyasyonlarina sahip cagA pozitif kanserli mide dokularinda miR-200a-
3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p miRNA’larmin ifadesindeki degisikliklerin
gbzlemlenmesiyle polimorfik cagA’ nin bu miRNA’lar {izerinde etkili olabilecegi
diistintilmektedir. Ayrica cagA disinda diger H. pylori viriilans faktorlerin de bu
miRNA’larin ifadesinin diizenlenmesine katkida bulunabilecegi tahmin edilmektedir.
Dizi varyasyonlarina sahip cagA’ nin miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p
ifadelerine etkisinin tam ortaya konulabilmesi i¢in polimorfik cagA’ nin vektore
klonlanip hiicre hatlarina transfekte edildikten sonra bu miRNA’larin ifadesindeki
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degisikliklerin incelenmesine gerek duyulmaktadir. Ayrica bu hiicre hatlarinda,
miRNA’larin hedef genlerinin ifadesinin de degerlendirilmesi yararli olacaktir. H.
pylori cagA virlilans faktoriin, let-7 dahil birkagc miRNA ifadesini epigenetik
mekanizmalarla baskiladig1 tespit edilmistir (Irmak-Yazicioglu MB, 2016, Hayashi
ve dig., 2013). Ozellikle dizi varyasyonlarma sahip cagA pozitif kanserli mide
dokularinda miR-200a-3p ve miR-29a-3p ifadelerindeki azalmanin belirlenmesi
polimorfik cagA’ nm, bu miRNA’larin epigenetik dilizenlenmesinde rol
oynayabilecegini diigiindiirmektedir. Bu nedenle polimorfik cagA’ nin, bu

miRNA’larin epigenetik diizenlenmesindeki roliiniin arastirilmasi yararli olacaktir.

CagA’ nin 3’ degisken bolgesinde EPIY A motifleri disinda CRPIA motiflerin
varlig1 da bildirilmistir. CagA’ nin CRPIA motiflerine bagl biyolojik etkinliginin,
EPIY A motiflerine ve onun fosforilasyonuna bagli etkinliginden énemli dlciide farkl
oldugu diisliniilmektedir (Suzuki ve dig., 2009). CagA’ nin 3’ degisken bolgesi
disinda transkripsiyon baglama boélgesi yakinlarindaki belirli bir motifin yiliksek
seviyede cagA’ya neden oldugu ve mide kanser riskini artirdigi bildirilmistir. Ayrica
yiiksek hidrojenaz aktivitesine sahip suslarin konak hiicrelere daha fazla cagA
translokasyonuna neden oldugu ve mide kanser riskini artirdigi tespit edilmistir. Bu
sonuglara gore cagA’ nin patojenligini etkileyecek 3’ bolgedeki EPIYA motifleri,
R1, R2, R3 tekrar bolgeleri disindaki diger dizi varyasyonlarinin ve viriilans
faktorlerin miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-5p ifadelerini etkileyebilecegi

diistiniilmektedir.

Sonug olarak polimorfik cagA’ nin, miR-200a-3p, miR-29a-3p ve miR-223-
5p miRNA’larinin ifadesini etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Ancak cagA disinda
diger viriilans faktorlerin ve hiicresel molekiillerin de bu miRNA’lar iizerinde etkili

olabilecegi tahmin edilmektedir.
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