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ALDH2: Aldehid dehidrogenaz 2

H. felis: Helicobacter felis

H. heilmannii: Helicobacter heilmannii

H. pylori: Helicobacter pylori

IM: Bagirsak Metaplazi
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VacA: Vakuolleyici sitotoksin A

MAPK: MAPKinaz

RPTP-a: Reseptdr benzeri protein tirozin fosfataz alfa
RPTP-B: Reseptor benzeri protein tirozin fosfataz beta
LRP-1: Diistik yogunluklu lipoprotein reseptor-bagli protein-1
CD18 T: B2 integrin

Rab7: Ras-bagimli protein

LAMP1: Lizozomal iligkili membran proteini 1

ATP: Adenozin trifosfat

PARP: poly(ADP-ribose) polymerase

BcL-2: B-hiicreli lemfoma 2

CagA: Sitotoksin iligkili gen A

CagPAI: Cag patojenite adasi

kDa: Kilodalton

SHP2: Src homology-2 domain-containing phosphatase 2
Crk: CT10 regiilator kinaz

IL8: Interlokin 8

TFESS: Tip 4 sekresyon sistemi

MRNA: mesajc1 RNA



MiRNA: mikroRNA

RISC: RNA-indiiklenmis susturma kompleksi
pri-miRNA: Birincil miRNA

pre-miRNA: Olgun miRNA

HS: Hipertrofik Skar

CCL18: Kemokin (C-C motif) ligand 18
CDKG6: Siklin bagimli kinaz 6
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OZET
MIDE KANSERINDE POLIMORFIK HELICOBACTER PYLORI
GENOTIPLERINDE MiR-98 VE MiR-16-5P MIRNA’LARININ
EKSPRESYON ANALIZi

Mide kanseri, diinya genelinde goriilme siklig1 agisindan doérdiincii; kanser
kaynakli 6liimler agisindan ise ikinci siradadir. Yiiksek goriilme sikliginin yaninda geg
anlagilabilmesi, mide kanseri hastalarinin birka¢ sene i¢inde hayatlarin
kaybetmelerine yol agmaktadir. En ¢ok bilinen risk faktorleri, tiitiin tirtinleri kullanima,
beslenme tarzi ve Helicobacter pylori enfeksiyonudur. Bakteri enfeksiyonunun,
genetik yatkinlikla birlestiginde mide kanseri riskini onemli Olg¢lide arttirdig
bilinmektedir. Helicobacter pylori kanser olusumunda rol oynayan ve polimorfik
ozellik gosteren CagA ve VacA olarak isimlendirilen iki 6nemli gen tasimaktadir.
MikroRNAlar kiiciik, kodlamayan RNA molekiilleridir. Yaklagik 20-25 niikleotid
uzunlugundaki bu molekiiller, post-transkripsiyonel evrede gen ekspresyonunu negatif
yonde diizenler. Kanser mekanizmalarinda Onemli gorevler {stlendikleri
bilinmektedir. Hem tiimorii tetikleyici hem de tiimdr baskilayici 6zellikleri vardir.

Bu c¢alismada, Helicobacter pylori genlerinden VacA ve CagA
polimorfizmleri, Tiirk popiilasyonunda galisilmis ve bu polimorfizmler ile mide
kanseri arasindaki iligki aragtirilmigtir. Ayrica MiR-98 ve MiR-16-5p miRNA’larinin
tiimorlii  dokulardaki ekspresyon seviyelerindeki degisimler de incelenmistir.
Incelenen CagA ve VacA polimorfizmlerinin hastalikla iliskili oldugu goriilmiis,
tiimor baskilayici ve pro-apoptotik etki gosteren miRNA’larin ise ekspresyon
seviyelerinde, AGS kontrol hiicre hattina gore azalma oldugu bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Mide kanseri, Helicobacter pylori, MiR-98, MiR-16-5p
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ABSTRACT
EXPRESSION ANALYSIS OF MIR-98 AND MIR-16-5P MIRINA IN
POLYMORPHIC HELICOBACTER PYLORI GENOTYPES IN GASTRIC
CANCER

Gastric cancer is the fourth most common cancer in the world; and second in
terms of cancer-related deaths. Besides the high rates of incidence, stomach cancer
cause deaths within a few years because of its late diagnosis. The most well known
risk factors are the use of tobacco products, diet and Helicobacter pylori infection. It
is known that bacterial infection, when combined with genetic predisposition,
significantly increases gastric cancer risk. Helicobacter pylori carries two important
genes which play a role in cancer formation and show polymorphic characteristics,
called CagA and VacA. MicroRNAs are small, non-coding RNA molecules. These
molecules are about 20-25 nucleotides and regulate gene expression in the negative
direction in the post-transcriptional stage. It is known that they have important roles in
cancer mechanisms. They can both trigger and suppress tumor.

In this study, VacA and CagA polymorphisms of Helicobacter pylori genes
were studied in Turkish population and the relationship between these polymorphisms
and gastric cancer was investigated. Also, miR-98 and miR-16-5p miRNAs have been
examined for changes in expression levels in tumor tissues. CagA and VacA
polymorphisms have been found to be associated with disease, while tumor suppressor
and pro-apoptotic miRNAs have been found to be reduced in expression levels relative
to AGS control cell line.
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1.GiRiS
1.1 Mide Kanseri

Mide kanseri 1930-1940’11 yillardan 6nce bati lilkelerinde ve Amerika Birlesik
Devletleri’nde kanser nedenli 6liimlerde birinci sirada yer almaktaydi. Gegen ylizyildan
bu yana goriilme sikligindaki azalmaya ragmen, mide kanseri hala diinya genelinde
kanser baglantili 6liimlerde ilk siralarda yer almaya devam etmektedir (Ferlay ve dig,
2015). Mide kanseri diinya genelinde goriilme sikligi agisindan dordiincii; kanser
kaynakli 6limler agisindan ise ikinci siradadir (Ferro ve dig., 2014). Her yil yaklasik
720.000 kisi mide kanserinden hayatini kaybetmektedir. Yiiksek goriilme sikliginin
yaninda ge¢ anlasilabilmesi, mide kanseri hastalarinin birka¢ sene ig¢inde hayatlarini
kaybetmelerine yol agmaktadir (Noto ve dig., 2017). Son yillarda yayginligi azalsa da,
gec tan1 konulabilmesi mide kanserini hala 6lim orani en yiliksek hastaliklardan biri

yapmaktadir.

Pek ¢ok insan mide kanseri; uzun siireli bir Helicobacter pylori (H. pylori)
enfeksiyonundan sonra, Correa yolagi (Correa pathway) olarak bilinen ¢ok basamakl
histopatolojik cascade’la ortaya c¢ikar (Sekil 1.1.). Bunlar sirasiyla gastrit, atrofi,
bagirsak metaplazi (IM), displazi ve nihai olarak da mide kanseridir (Fox ve Wang.,
2007).

INMormal hilidse hiuvlocoeasa

Felficobacrer prwviori ———
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Sekil 1.1. Correa Yolagi (Fox ve Wang., 2007)



1.2 Mide Kanseri Risk Faktorleri

Mide kanserinde H. pylori enfeksiyonu basta olmak iizere tuz, tiitiin iiriinleri,
alkol, diyet lif alim1, diislik sosyoekonomik durum, obezite ve aile ge¢misi baslica risk

faktorlerindendir (Yoon ve Kim, 2015).

1.2.1 Tiitiin Uriinlerinin Mide Kanserine Etkisi

Sigara kullanimi; kanser de dahil olmak iizere dnlenebilir 6liimlerin en dnemli
sebeplerinden biridir. Akciger, {ist solunum yolu ve sindirim sistemi, mesane, pankreas
ve karaciger gibi pek cok organ ve sistem iizerinde karsinojenik etkisi oldugu
gosterilmistir (Tredaniel ve dig., 1997). Sigara kullanimi kanser riskini iki katina
cikarmaktadir (www.cancer.org). Fakat sigara kullanimimin hangi mekanizmalarla

mide kanserine neden oldugu bilinmemektedir.

1.2.2 Alkoliin Mide Kanserine Etkisi

Alkol kullaniminin mide kanseri riskini arttirip arttirmadigi heniiz tam olarak
aydinlatilamamistir. Toplamda 34.557 hastanin yer aldig1 59 farkli ¢aligma incelenerek
olusturulan bir metaanaliz (44 vaka-kontrol, 15 kohort), asir1 alkol tiiketiminin (giinde
4 veya daha fazla icki) mide kanseri riskini arttiric1 etkisi oldugunu gostermistir. Icki
icmeyenlerle karsilagtirildiginda, asir1 alkol tiikketenler mide kanserine yakalanma riski

acisindan 1.20 kat fazla risk gostermiglerdir (Tramacere ve dig., 2012).

Buna karsin baska bir metaanaliz, alkol kullanimini birakan hastalarin mide
kanserine yakalanma riski lizerine odaklanmistir. Bu c¢alismalarda mide kanseri
riskinde alkol kullaniminin birakilmasina ragmen bir degisiklik olmadig1 gosterilmistir

(Jarl ve dig., 2013).

Fakat alkol kullaniminin mide kanseri risk faktorii iizerine olan etkisi kanserin
nerede olduguna bagli olarak degisebilir. Bir ¢calismada alkol kulaniminin mide kanseri
riski iizerine etkisinin aldehid dehydrogenaz 2 (ALDH2) polimorfizmiyle ilgili oldugu
gosterilmistir (Shin ve dig., 2011). Alkoliin etkileri viicutta gen kodlayan enzimlerin
etanol metabolizmasi icin polimorfizmleriyle ayarlanmistir. Bunlarin yaninda aldehid
dehidrogenaz 2 enzimi genetik frekans olarak etnik ¢esitlilige bagl olarak degisiklik
gostermektedir (Goedde ve dig., 1992). Ornegin aktif ALDH2*1/*1genotipi neredeyse
tiim Kafkasya ve Giineydogu Asya’da goriiliirken, Dogu Asya’da daha siklikla inaktif
ALDH2 *2 alleline rastlanmaktadir. Alkol tiiketiminin ALDH2 genotipine bagh

3



olarak cesitlilik gosterdigi bilinmektedir. ALDH2 *1/*2 genotipine sahip bireylerde
alkoliin daha karsinojenik etki gosterdigi gosterilmistir (Chen ve dig., 2006).

1.2.3.Diisiik Sosyoekonomik Durum

Yakin zamanda Kore’de yapilan bir ¢alisma sosyoekonomik durum ve mide
kanseri arasindaki iligkiyi ortaya c¢ikarmaya c¢alismistir. Mide kanserinin tedavi
edilebilir bir hkanser tiirii oldugu diistiniildiigiinde ve diisiik sosyoekonomik c¢evrede
yayan insanlarin tedavi almalari; sosyoekonomik agidan daha iyi kosullarda yayan
insanlara gére daha zor oldugundan bu durum mide kanseri hastalarinin iizerinde

onemli bir etkiye sahiptir (Kim ve dig., 2017).

1.2.4 Mide Kanseri ve Aile Ge¢misi

Aile gecmisi mide kanseri agisindan Onemli risk faktorleri arasindadir.
Diinyada mide kanseri hastalarinin oranlari farklilik gosterse de; aile gegmisinde mide

kanseri olan hastalarin, kansere yakalanma oranlar1 2 ile 3 kat fazladir.

Kasim 2000’den Mart 2002’ye kadar yapilan bir caligmada aile gegmisinin mide
kanserine yakalanma riski ayrintili bir sekilde incelenmistir (Chang ve dig., 2002).

1.2.5. Diyet

Pek cok diyet faktorii mide kanser riskini etkiler. Bu risk faktorlerinden en
Onemlisi ise tuzdur. Asir1 tuz alimi1 kanser riskini arttiran 6nemli bir faktordiir (Shikata
ve dig., 2006). Yiiksek miktarda sodyum kloridin mide mukozasma zarar verdigi,
hiicre 6limiine neden oldugu ve hiicre boliinmesinin tetikledigi hayvan modellerinde
gosterilmistir (Cohen ve Roe, 1997). Yiiksek tuz igeren beslenmenin H. pylori
kolonilesmesi ve H. pylori kaynakli iltihaplanma ile iliskili oldugu gosterilmistir
(Gaddy ve dig., 2013).

Meyve ve sebze tiikketiminin ise kanser olusumu iizerinde engelleyici rol
oynadig1 saptanmistir. Yapilan bir c¢aligmada meyve ve sebzelerde bulunan C
vitamininin 6zofagus ve mide kanseri riskini azalttigi gosterilmistir (Wang ve dig.,
2014).



1.3.Helicobacter pylori (H. pylori)

H. pylori’nin ortaya ¢ikmasi giliniimiizden yaklasik 125 yil Oncesine
dayanmaktadir. Bu bakterinin ilk olarak italyan anatomist Giulio Bizzozero tarafindan
kesfedildigi diisiiniilmektedir. Bizzozero ayn1 zamanda tiim boliinen hiicrelerin hiicre
cekirdegine gereksinin duydugunu da kanitlayan onemli bir bilim insanidir
(Castiglioni, 1947). Kopeklerde mide mukozasi iizerine yaptigi gézlemler sonucu,
mide salgi bezlerinde yasayan mikroroganizmalari bildirmistir. Elle ¢izdigi
resimlerde, Bizzozero, parietal hiicreler ve gastrik bezler icerisinde yaklasik 10 dalga
boyuna sahip gram negatif organizmalar1 gostermistir. Bu mikrorganizmalar yiiksek
olasilikla Helicobacter heilmannii (H. heilmannii) veya Helicobacter felis (H. felis)
tirtine ait olmalidir. Bizzozero 18 Mart 1892°de Torino’da diizenlenen Tip
Akademisi’nde verdigi raporunda bu mikroorganizmalarin saglikli canlilarda m1 yoksa

hasta canlilarda m1 bulundugu konusunda tam emin olamadigini séylemistir (Figura

ve Orderda, 1996).

Bizzozero’nun caligmasini bir adim ileri gotiirerek genisleten ise Salomon
olmustur. Salomon farelerle ¢alismistir ve bu ¢alismalari, H. Felis-enfekte farelerin
Helicobacter tedavisinde kullanilacak model organizma haline gelmesini saglamistir

(Salomon, 1896).

20. yilizyi1ldan itibaren yapilan ¢aligmalarda, patologlar zaman zaman insan
mide mukozasinda spiral sekilli mikroorganizmalar tespit etmislerdir (Sekil 1.2)
(Krienitz, 1906). Fakat 1950’lerde insanlar {izerine yapilacak dnemli ¢caligmalara kadar
H. pylori enfeksiyonunun sonuglart anlagilamamistir ve insanlar daha siddetli

sonuglara yol acabilen mide ameliyatlari olmaya devam etmislerdir.

1950’ler ve 60’larda Harvard Tip Fakiiltesi’nden Susumu Ito mide
mukozasinin elektron mikroskopu altinda detayli bir incelemesi yapmistir ve cesitli
fotograflar ¢ekip, ¢izimler yapmustir. Yaptigi gozlemlerden bazilarinda H. pylori’yi de

gbzlemlemis ve bu mikroorganizmanin ayrintili bir fotografini da yayinlamistir.

1975’te Steer ve Colin-Jones yayinladiklart makalede gastrik tilser hastalarinin
midesinde H. pylori bulundugunu gostermislerdir. Hastaligi tasimayan kontrol
grubunda ise bakteriye rastlanmamistir. Fakat laboratuar ortaminda H. pylori’yi kiiltiir

etmeyi basaramamislardir. Onun yerine Pseudomonas aeruginosa kiiltiire edilmistir



ve Steer ve Colin-Jones da hastaliga bu mikroorganizmanin neden oldugunu

disiinmiislerdir (Steer ve Colin-Jones, 1975).

Warren ve Marshall tarafindan 1984’te kesfedilmesinden bu yana; H.
pylori’nin diinya genelinde genis bir yayilim gosterdigi anlagilmistir. Mikroaerofilik,
gram-negatif, spiral sekilli, kamgili ve notrofilik H. pylori (Tomb ve dig., 1997), mide
kanserinin (GC) en 6nemli risk faktoriidiir ve gelismis iilkelerde 50 yas ve lizeri
populasyonun %40°1 H. pylori enfeksiyonu tasimaktadir (Starzynska ve Malfertheiner
2006). Gelismekte olan iilkelerde bu oranin daha da yiiksek oldugu bilinmektedir
(yaklasik %80) (Tokudome ve dig., 2006). Bu da H. pylori enfeksiyonunu en yaygin
bakteriyel enfeksiyonlardan biri yapmaktadir (Cover ve Peek, 2013). 1994 yilinda
Diinya Saglik Orgiitii (World Health Organisation-WHO) tarafindan da H. pylori
Smif-1 karsinojen olarak siiflandirilmaktadir. Yine ayni yil Uluslararast Kanser
Arastirma Ajansi (International Agency for Research on Cancer) H. pylori’yi insanlar
tizerinde karsinojenik olarak siniflandirmistir (International Agency for Research on
Cancer, 1994). Enfeksiyonlar semptomatik olmasina ragmen yiiksek risk hastalari
disinda, enfeksiyonun goriintiilenmesi ve tedavisi heniiz yeterli diizeyde

gerceklestirilememektedir (Shepherd ve dig., 2013).

H. pylori enfeksiyonu mide mukozasinda yapisal ve fonksiyonel bozukluklara
yol agar ve bu bolgede bagisiklik hiicreleri sayisi bir anda artar. H. pylori ile enfekte
olmus pek cok insanda lamina propria ve epitelyal bezlerde notrofiller gdzlenmistir

(Paul ve Yardley, 1989).

Aslinda dokuyu istila etmeyen H. pylori, epitelin {izerinde bulunan mukus
tabakasinda yasar. Fakat bakterilerin bir kismi epitel dokuya gegebilir (Hessey ve dig.,
1990). ik bagisiklik yamiti bakterinin iirettigi toksinlerin mide mukoza dokusuna
tasinmasiyla baglar. H. pylori’nin iireaz aktivitesi amonyak tiretir ve bu da okaryotik
hiicreler iizerinde toksik etki yaratir (Visek, 1968). Ayrica sitotoksik aktivitesi de uzak
hiicrelerde bile vakoller olusturarark bagisiklik yanitin ortaya ¢ikmasina neden olur

(Leunk ve dig., 1988).

H. pylori insandan insana genelde tiikiiriik yoluyla bulasmaktadir. Fakat kirli
sularda da bu bakteriye rastlandigindan, 6zellikle digsk1 bulagmis sularin i¢ilmesiyle de

bakteri bulasabilmektedir. Gelismekte olan iilkelerde bakteri enfeksiyonunun gelismis



iilkelere gore fazla olmasinin sebebi; kontamine sular ve diisiik hijyen sartlarindan

kaynaklanmaktadir (Ishaq ve Nunn, 2015).

H. pylori enfeksiyonu goriilme sikligi agisindan, diinyada bdlgeden bolgeye
degisiklik gosterse de bu enfeksiyonlarin mide kanserine donlisme oranlari ayni
degildir. Ornegin diinyada enfeksiyonun en sik goriildiigii yerler Afrika kitasi
tilkeleridir (~%91). Fakat diisiik oranda mide kanseri vakasina rastlanmaktadir. Ayni
sekilde Asya’da Banglades ve Hindistan gibi daha az gelismis iilkelerde daha yiiksek
oranda H. pylori enfeksiyonu olmasima ragmen; daha gelismis tilkeler olan Kore

Japonya ve Cin’de mide kanseri goriilme siklig1 daha fazladir.

Bu farkliliklar bir¢ok faktoriin kombinasyonuyla agiklanabilir. Bunlar;
enfeksiyona yakalanma yasi, farkli H. pylori suslari, konagin genetik profili ve

cevresel faktorler olarak gosterilebilir.

Yapilan bir¢cok calisma bakteri enfeksiyonunun cinsiyetle degismedigini
gostermistir. Bunun yaninda enfeksiyon oranlarinin yagla 6nemli bir iliskisi vardir.
Ornegin Tiirk populasyonunda 348 hastayla yapilan bir calismada hastalarin
kanlarinda H. pylori enfeksiyonuna kars1 gelistirilen antikor miktarlarina bakilmistir.
Caligmaya gore 1 yas ve alt1 hastalarda antikor oran1 <17.4%; 1-4 yas arasinda 15.5%;
5-9 yas arasinda 30.6%; 10-14 yas arasinda 47.3%; 15-19 yas arasinda 58.4%; 20-29
yas arasinda 62.6%; 30-39 yas arasinda 67.6%; 40-49 yas arasinda 81.3%; 50 yas
iistiinde ise 66.3% olarak bulunmustur (Us ve Hasgelik, 1998). Bu calismadan da
anlasilacag tizere H. pylori enfeksiyonunun yasla birlikte artmaktadir. H. pylori’nin
akut enfeksiyonunda mide mukozasindapolimorfoniikleer hiicre siiziilmesi tetiklenir.
Eger enfeksiyon etkili bir sekilde temizlenmezse mukozaya mononiikleer hiicreler
yerlesmeye baslar. Bu da proinflamatuar sitokinlerin iiretilmesinin ardindan uzak doku
ve organlarda gesitli komplikasyonlara yol acar (Tokudome ve dig., 2006). Bunun
yaninda H. pylori enfeksiyonu tasiyan insanlarin yalnizca %0.4’ti mide kanseri

gelistirmektedir (Watson ve dig., 2006).

H. pylori enfeksiyonu bir¢cok farkli hastalikla iliskilendirilmektedir. Seker
hastalig1 (diyabet), kemik erimesi (osteoporoz), hiperparatiroid ve obezite bunlardan

bazilaridir (Papamichael ve dig., 2009).



Sekil 1.2. Helicobacter pylori (www.bu.edu)

1.3.1.Vakuolleyici sitotoksin A (VacA)

Uzun yillar boyunca insan midesinin bakteri iireyemeyecek kadar sert asidik
kosullara sahip oldugu diisiiniilmiistiir. Fakat bu goriis gram-negatif bir bakteri olan
H. pylori’nin 1980’ler ve sonrasinda mideden izole edilmesiyle degismistir (Marshall
ve Warren, 1984). Bu bakteri eger herhangi bir antimikrobiyal tedavi uygulanmazsa
yillarca, hatta insanin tiim hayati boyunca midede yasamaya devam edebilir
(Suerbaum ve Michetti, 2002).

H. pylori’nin kesfinden kisa siire sonra, H. pylori kiiltiir filtratindaki bir
proteinin, biiyiik hiicre i¢i vakuoller olusturmaya neden olabilecegi bildirilmistir. Bu
etkiden sorumlu proteinin VacA olarak bilinen bir kromozomal gen tarafindan

kodlandig tespit edilmistir (Cover ve Blaser., 1992).

H. pylori VacA adini, enfekte olan hiicrelerde vakuolasyonu indiikleme
yeteneginden almaktadir. Epitel hiicrelerinde vakuol olusumu indiiklemesi VacA'nin

ilk bildirilen etkisi olmustur (Sekil 1.3) (Cover ve Blaser, 1992; Leunk ve dig., 1988).

Bir toksin farkli hiicrelerde farkli etkiler gosterebilmektedir. VacA ile ilgili
yapilan ¢alismalarda da VacA’nin farkli hiicre tipleri lizerine farkl etkiler gosterdigi
rapor edilmistir (Cover ve Blanke, 2005). Ayrica VacA’nin vakuol olusturmak diginda
farkl etkiler gosterdigi de bulunmustur. VacA’nin gosterdigi farkl etkiler arasinda
mitokondriden sitokrom c¢ salinimmin indiiklenmesiyle apoptozun tetiklenmesi
(Galmiche ve dig., 2000), iire permeaz1 (Tombola ve dig., 2001), T ve B lenfositlerinin
aktivasyonunun baskilanmasi (Gebert ve dig., 2003; Torres ve dig., 2007), otofajinin


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leunk%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3385767

indiiklenmesi (Terebiznik ve dig., 2009) ve nekrozun tetiklenmesi sayilabilir (Radin
ve dig., 2011).

Normal insan mukozasindan primer epitel hiicrelerinde H. pylori sitotoksininin
vakuolasyona neden olup olmadigi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda primer insan mide
epitel hiicrelerinin H. pylori vakuolasyon sitotoksin aktivitesine karsi oldukga duyarl
oldugu gosterilmistir. Bir¢ok H. pylori susu, cesitli okaryotik hiicre tiplerinde
sitoplazmik vakuolasyona neden olan bir sitotoksin iiretmektedir (Smoot ve dig.,
1996).

Hiicre ylizeyiyle etkilesimde olan pek ¢ok liganda benzer olarak VacA’nin
hiicreye baglanmasi MAPkinazlar (MAPK) gibi pek cok sinyal yolagini aktive
etmektedir (Boquet ve Ricci, 2012). Son yapilan ¢alismalar vakuolizasyon diginda
VacA’nin iki karakteristik ozelligini daha ortaya koymustur: Intrinsik hiicre
apoptozunun tetiklenmesi ve T lenfosit proliferasyonunun baskilanmasi. Sunu da
belirtmek gerekir ki; vakuol olusturma, apoptozun tetiklenmesi ve T lenfosit
proliferasyonunun baskilanmasi VacA’nin gozenek olusturma aktivitesine baglidir

(Utsch ve Haas, 2016).

VacA'nin amino asit sirast ve yapisi, bilinen diger bakteriyel toksinlerin
dizilimleri veya yapilariyla farklilik gostermektedir (Gonzalez-Rivera ve dig., 2016).
VacA toksini 140 kDa olarak iiretilir ve proteolotik prosesler sonucu 88 kDa bir toksin
olugur (Chamber ve dig., 2013).

VacA hiicre yiizeyinde lipid sallarina baglanir (Schraw ve dig., 2002). Epitel
hiicrelerdeki reseptorleri, sfingomiyelin, reseptor benzeri protein tirozin fosfataz alfa
(RPTP-a)), reseptor benzeri protein tirozin fosfataz beta (RPTP-B), ve disiik
yogunluklu lipoprotein reseptor-bagl protein-1 (low density lipoprotein receptor-
related protein-1 (LRP-1)); T Ilenfositleri {izerindeki reseptorii iseP2 integrin
(CD18)’dir (Patel ve dig., 2002, Geisse ve dig., 2004). Reseptore baglanip
membrandan igeriye alindiktan sonra sadece endosomal bdlmeler ile iligkili olmadig,
ayni zamanda mitokondri, golgi ve endoplazmik retikulum ile de iligkili oldugu

saptanmistir.
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Sekil 1.3. VacA ile hiicresel vakuolizasyonun indiiklenmesi (Cover ve Blanke, 2005)

Pek cok bakteriyel toksinin, bakterinin konak¢isinda kolonize olmakta rol
aldig1 bilinmektedir. Simdiye kadar izole edilen tiim H. pylori suslarinda VacA genine
rastlandig1 icin, bu genin de bakterinin insan mide hiicrelerinde kolonize olmak i¢in

bulundugu diistiniilmektedir (Schmitt ve Haas, 1994).

VacA’nin kolonizasyondaki rolii pek ¢ok hayvan deneylerinde caligiimistir.
Sican, ¢dl faresi ve gnobiyotik domuz yavrularinda; VacA geni Susturulmus (VacA-
null) H. pylori suslarinin koloni olusturabildikleri bulunmustur (Eaton ve dig., 1997).
Bu da VacA’nin bu canlilarda koloni olusturmak i¢in gerekli bir gen olmadigim
gostermektedir. Fakat farelerde VacA genine sahip olan H. pylori suslariin VacA-
null suslara kiyasla koloni olusturmada daha avantajli konuma geldikleri de
ispatlanmistir (Salama ve dig., 2001). Bir ¢alismada s1-il veya sl1-i2 formu tasiyan
VacA’nin s2-i2 tasiyanlara gore koloni olusturmada daha basarisiz olduklari
gosterilmistir (Wang ve dig., 2001). Bu ¢alisma da bize s2 allelinin koloni olusturma

ve viicutta kaliciliginda ¢ok énemli bir rolii oldugunu gostermektedir.
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VacA’nin hiicrede koloni olusumunun hangi mekanizmalarla gergeklestirdigi
heniiz aydinlatilamamuistir. Fakat bununla ilgili birka¢ hipotez 6ne siirtilmektedir. H.
pylori yilizeyine baglanmis VacA proteinleri gastrik hiicrelere bakteriyel yapismayi
artirmak ve boylece koloni olusumunu arttirmak i¢in adezinler olarak gérev yapabilir
(Tlver ve dig., 2004). VacA'nin neden oldugu mide epitel hiicrelerinin degisimi, koloni
olusumu ve bakteriyel cogalmay1 desteklemek i¢in mide ortamini potansiyel olarak
degistirebilir (Tan ve dig., 2011). VacA ile indiiklenen parietal hiicre fonksiyonunun
inhibisyonu midenin H. pylori koloni olusumunu kolaylastirabilir (Wang ve dig.
2008). Son olarak, VacA birgok immiin hiicrelerin islevlerini hafifletebilir, bu nedenle
VacA'nin immiino-modiiler etkileri koloni olusturmay1 kolaylastirabilir (Utsch ve

Haas, 2016; Torres ve dig., 2007).

Uzun siireli ve kalict H. pylori enfeksiyonu insanlarda mide mukozasinda
iltihaplanmaya yol acar ve bu da lokal immiin bir yanit ortaya ¢ikarir. Buna ragmen H.
pylori konakei tarafindan ortaya ¢ikarilan bu immiin yanita direng gosterir. VacA’nin
bu direng sistemindeki rolii heniiz gosterilememistir. Fakat yine de bazi ¢alismalarda
VacA’nin baz1 immmiin yanitlar1 baskiladigi gosterilmistir. Bu nedenle de, VacA’nin
sadece kolonizasyonda rol alan bir gen olmayip, ayni zamanda H. pylori'nin insan

konakgilarina 1srarla yerlesmesini saglamada bir rolii olabilecegi akla yatkindir.

1.3.1.1. VacA’nin mide hastahklarindaki rolii

S1 bolgesi tasiyan VacA genine sahip bakteri suslariin S2 bolgesi tasiyan
suslarla karsilastirilmast sonucu; sl susu tasiyanlarin peptik iilser ve mide kanseri
riskini arttirdigi bulunmustur (Atherton ve dig., 1995). Ayrica m1 tip VacA tasiyan
bakterilerin m2 tasiyanlara oranla mide epitel hasar1 ve mide kanseri gelistirme
riskinin de yine arttig1 gosterilmistir. Bunun yaninda il de i2 tasiyan suslara oranla

daha fazla mide kanseri riskine yol agar (Figueiredo ve dig., 2002).

1.3.1.2. VacA’nin epitelyal hiicre fonksiyonlar iizerine etkisi

VacA’nin ilk gosterilen etkisi vakuolizasyon olmustur (Leunk ve dig.,1988).
Basta mide epitelyum hiicresi olmak iizere, pek ¢ok hiicre tipi VacA ile enfekte
edildiginde vakuolizasyon gostermistir (Pagliaccia ve dig., 1998). VacA ile
indiiklenmis vakuoller asidiktir ve bu vakuoller midenin asidik ortaminda aktiflerdir

(Cover ve dig., 1991). Geg endositik kompartmanlarda bu vakuoller Rab7Ras-bagimli
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protein (Rab7), Lizozomal iligkili membran proteini 1 (LAMP1) ve Lgpl10 gibi
markerlarla tespit edilebilirken, erken endositik kompartmanlarda bu vakuollerin
markerlart yoktur (Molinari ve dig., 1997). Bu da vakuollerin gec¢ endositik

kompartmanlardan gelistiklerini gostermektedir.

Hiicre i¢i vakuollerin sekilleri amonyum klorid gibi zayif bazlarin eksikligine
baglhidir (Li ve dig. 2004). Bu zayif bazlarin eksikliginde VacA vakuolizasyona sebep
olamaz ama yine de ge¢ endositik kompartmanlarda tespit edilebilen degisiklikler
meydana getirebilir. Bu degisiklikler epidermal biliylime faktoriiniin hiicre iginde
yikilmasinin baskilanmasi, prokatepsin D olgunlagmasinin baskilanmasi (Satin ve dig.,
1997), ge¢ endositik kompartmanlarin kiimelenmesi (Li ve dig., 2004) ve antijen
salmiminin baskilanmasidir (Molinari ve dig., 1998).

Ge¢ endositik kompartmanlara etkilerine ek olarak VacA’nin mitokondri
tizerine de etkisi vardir. VacA mitokondride membran potansiyelini bozar ve sitokrom
¢ salimmim tetikler. Mitokondrideki bu degisiklikler hiicre i¢ci ATP
konsantrasyonunda azalmaya sebep olur ve bunun sonucu olarak da hiicre dongiisii

bozulma meydana gelir. (Willhite ve Blanke, 2004).

VacA ile transfekte edilmis hiicrelerde bu genin ekspresyonu PARP
(poly(ADP-ribose) polymerase) molekiiliiniin kesilmesine yol agar ki bu da kaspaz-
3’lin aktivasyonu anlamina gelmektedir (Galmiche ve dig., 2000). Mitokondriyel
apoptozu engelleyen (B-hiicreli lemfoma 2) BcL-2 ve Vac-A birlikte transfekte
hiicrelerde ise VacA’nin PARP’1 kesmesinin baskilandigi gosterilmistir (Galmiche ve

dig., 2000).

VacA’nin mitokondri iizerine etki edebilmesi i¢in daha uzun bir siire ve daha
yiiksek konsantrasyon gerekmektedir (Willhite ve dig., 2003). Bu durum VacA’nin
mitokondri lizerine etkisinin dolayli yoldan gerceklestigini diisiindiirse de, bazi
caligmalar VacA’nin mitokondri i¢inde lokalize oldugunu, dolayisiyla da VacA’nin
mitokondriye direk etki ettigini gostermektedir (Galmiche ve dig., 2000). VacA’nin
N-terminal ucunda bulunan bazi mutasyonlar VacA’nin membranda kanal
olusturamamasina sebep olmaktadir. Boylelikle sitokrom-c salinimi1 da gerceklesemez.
Bununla birlikte VacA membran kanallarinin olusumunu bloke eden bir ajan olan

NPPB, VacA ile indiiklenen sitokrom-c salimini inhibe eder. Bu daVacA’nin
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mitokondri  ilizerindeki etkisinin membrandaki kanallara baghi  oldugunu

gostermektedir (Willhite ve Blanke, 2004).

1.3.1.3. VacA ve Mide Kanseri Mekanizmalari

Hangi spesifik VacA formunun mide kanserine yol a¢tigi konusunda birkag
miimkiin mekanizma vardir. H. pylori hiicreye in vivo baglaninca yiiksek olasilikla bu
hiicreler yiiksek konsantrasyonda VacA ile karsilagsmaktadirlar. s1-m1 alleline sahip
VacA formlari in vitro epitelyum hiicre 6liimiine neden olurken, toksin de ayni etkileri
in vivo yapmaktadir. VacA’nin epitel hiicre 6liimiine neden olmasinin sonucu olarak
hiicre proliferasyonu gerceklesir ki bu da kanser riskini arttiran bir faktordiir.
VacA’nin hiicre 6liimiine neden olarak ya da hiicre-hiicre baglantisina etki ederek, tek
tabakali epitel tabakay1 bozdugu bildirilmistir (Papini ve dig., 1998). Sonug olarak
VacA karsinojenlerin mide mukozasi i¢ine girisini veya invazivligi ve malin hiicrelerin

yayilimini arttirabilir.

H. pylori gastrik bezlere de girebildiginden, mide kok hiicrelerine ve parietal
hiicrelere yakin bir yerde lokalize olur. VacA’nin bu hiicreler lizerine toksik etkisi de
kansere neden olabilir. In-vitro ¢alismalar VacA’nin, parietal hiicrelerin asit {iretme
kapasitesini azalttigini1 géstermistir. Bu durum da midenin normal asidik ortaminda
yagsayamayan nitrat-lireten bakterilerin liremesine neden olabilir. Bu bakteriler mide

kanseri riskini arttirmaktadirlar.

VacA in-vitro pek ¢ok immiin hiicrenin aktivitesini inhibe eder. Ornek olarak
T ve B hiicreleri, eozinofiller, dendritik hiicreler, makrofajlar ve ndtrofiller
gosterilebilir. Bunun disinda VacA’nin in-vivo ve pro-inflamatuar etkileri de tespit
edilmistir. Inflamasyon kanser olusumunu engelleme konusunda énemli bir promotér

oldugundan, VacA’nin pro-inflamatuar etkisi kanserin tetiklenmesine neden olabilir.

1.3.2.Sitotoksin iliskili Gen A (CagA)

CagA H. pylori ile ilgili en iyi ¢alisilmis virulans faktordiir. 1990 yilinda Cover
ve arkadaslarinin yaptig1 bir calisma CagA ve mide kanseri arasinda dnemli bir iligki
oldugunu ortaya koymustur (Cover, 1990). Bu arastirmanin yani sira Owen Ve
Krakowka da birbirlerinden bagimsiz olarak H. pylori’nin sitotoksik etkisini ortaya

koyan ¢aligsmalar ortaya ¢ikarmiglardir (Owen, 1995; Krakowka ve dig., 1998).
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H. pylori fenotipik agidan hemen hemen biitiin suslarda karakteristigini
koruyan bir Ozellik gostermektedir. Fakat yaklasik %60 oraninda CagA geni
tasimaktadir (Tummuru ve dig., 1993). CagA Cag patojenite adasinda (CagPAl)
kodlanir. H. pylori DNA’sina entegre 40 kilobazlik’lik bir DNA segmentidir ve
konakg1 hiicreye enjekte edilebilen bilinen tek efektor proteindir (Censini ve dig.,
1996). CagA, Cag patojenite adasindaki son gendir ve yaklasik 130 kDa CagA
proteinini kodlar. Kesfedilmesinden bu yana peptik iilser ve mide kanseri gibi dnemli

mide hastaliklariyla iliskili oldugu bulunmustur.

Pozitif CagA geni tasiyan H. pylori suslariin enfeksiyonunun peptik iilser,
atrofik gastrit, intestinal metaplazi ve son olarak da mide kanseri riskini arttirdig,
CagA negatif suslarla enfekte olan bireylerle karsilastirildiginda yiiksek c¢iktigi
gosterilmistir (Blaser ve dig., 1995).

CagA geninin C-terminal u¢ bdlgesinin ikinci tekrart Dogu Asya ve Avrupa
suslarinda farklilik gostermektedir. Dogu Asya suslarinda SHP2’ye (Src homology-2
domain-containing phosphatase 2) daha yiiksek baglanma gosterir. Ki bu da Bati
suslartyla karsilastirildiginda peptic iilser ve mide kanseri riskini oldukga yiikselten bir

durumdur (Higashi ve dig., 2002).

CagA vyaklasik 30 genden meydana gelen Cag patojenite adasinin iginde
bulunmaktadir. CagPAI genlerinin Tip IV Sekresyon Aparat’'m1 kodladig
diisiiniilmektedir (Covacci ve Rappuoli, 1998). Ayrica bu sistemin, diger bakteriyel
patojenlerde oldugu gibi; protein efektdr molekiillerin hedef konak hiicrelere

translokasyonunu diizenledigi diisiiniilmektedir.

H. pylori enfeksiyonunun ardindan CagA pozitif suslar, Cag proteinini konak
doku hiicrelerine Tip IV sekresyon aparati vasitasiyla enjekte eder. Bu protein plazma
membraninin i¢ ylizeyine lokalize olduktan hemen sonra burada Abl kinaz ve Src kinaz
ailesi tarafindan fosforile edilebilir. Bu kinazlar CagA'nin karboksi-terminal ucu
icinde bes aminoasitlik bir tekrar, Glu-Pro-lle-Tyr-Ala (EPIYA) bulunan tirozin

artiklarini fosforile eder.

Bu tekrarlar, EPIYA dizisinin yanindaki bolgelerde bulunan aminoasit
sekanslarina dayanarak dort farkli EPIY A motifi iiretmek {izere kategorize edilebilir,

EPIYA-A, EPIYA-B, EPIYA-C ve EPIYA-D. Bu motifler bolgeden bolgeye farkli
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kombinasyonlar halinde goriilebilir. Ornegin bat1 iilkelerinde CagA EPIYA-A,
EPIYA-B ve EPIYA-C motiflerini tagirken; Dogu Asya’da CagA EPIYA-A, EPIYA-
B ve EPIYA-D motifleri goriilmektedir. Ek olarak EPIYA tekrar bolgesi i¢inde

bulunan bir multimerizasyon motif daha bulunmaktadir.

Fosforile olduktan sonra, CagA CT10 regiilatér kinaz (Crk) adaptor protein
(Suzuki ve dig. 2005), Abl kinaz ve Crk’nin splays varyanti, CrkII veya Src homoloji
Il fosfataz (SHP-2) (Higashi ve dig., 2002) ile kompleks olusturur. Tiim bu
etkilesimler hiicre seklini ve hareketliligini etkiler (Brandt ve dig., 2005). CagA
birincil fosforilasyon bdlgelerinden (EPIYA-C ve EPIYA-D) fosforile oldugunda
SHP-2’ye degisken baglanma giicli gosterir. Bu baglanma giicliniin degiskenligi
CagA/SHP-2 kompleksinin etkiledigi yolaklarin da farkli sekilde etkilenmesine neden
olur (Higashi ve dig., 2002).
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Sekil 1.4. H pylori CagA ve VacA enfeksiyonu (Tummuru ve dig. 1994)
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Bir kere konakgr hiicrelere enjekte edildiginde, CagA, hiicresel tight-junction’
hiicresel polariteyi, hiicre ¢ogalmasi ve farklilagmasini, hiicre yayilimini, inflamatuar
cevabin indiiklenmesini ve belki de hiicre elongasyonunu etkilemek i¢in direkt olarak

fosforile edilmemis bir hale gelebilir.

Kronik mukozalinflamasyonun ve H. pylori virulans faktorlerinin direk
etkisinin hastaligin ciddiyetini ve uzun donem hasta sonuglarini belirledigine

inanilmaktadir (Correa ve dig., 1992).

Bir H. pylori susunda CagA geni bulunmasi, CagA negatif suslarla enfekte
bireylerle karsilastirildiginda mide kanseri agisindan daha riskli konumdadir (Sekil
1.4) (Tsugawa ve dig., 2012). CagA pozitif suslarda hidrojen peroksit seviyesinde
yiikselme ve oksidatif DNA hasar1 goriilmektedir (Handa ve dig., 2007). Ek olarak
ayrica inflamatuar ve oksidatif stres belirteclerinden tiimor-nekroz faktorii-o ve
interleukin-8 (IL8) seviyelerinde de artis olur (O’Hara ve dig., 2009). CagA bunun

yaninda mide kanseri belirteci olarak da kullanilir (Amieva ve dig., 2016).

CagA, Cag patojenite adasinin (CagPAI) ucuna lokalize olmustur. Yaklasik 39
kb’lik bir bolgedir (Yamaoka ve dig.,2010).

1.3.2.1.Tip IV Sekresyon Sistemi ve CagA

CagA proteini kodlayan CagA geninin bulunup bulunmamasina bagh olarak
H. pylori, CagA pozitif ve CagA negatif suslar olarak ikiye ayrilabilir. Karboksi—
terminal (C-terminal) ugta bulunan yapisal polimorfizme bagli olarak CagA tarafindan
kodlanan CagA proteini 130 ila 145kDa uzunlukta olabilir (Covacci ve dig., 1993).
CagA bakteriyel bir sitotoksin olarak diisliniilse de, sitotoksik etkiye neden olan

etkenlerden biri de VacA’dir (vacuolating toxin A) (Tummuru ve dig., 1994).

Bat1 iilkelerinde izole edilen suslardan yaklasik %30-40’1 CagA patojenite
adas1 tasimamaktadir (CagA-negatif). Fakat Dogu Asya suslarinin hemen hemen

tamaminda Cag patojenite adasi bulunmaktadir (CagA-pozitif) (Ito ve dig., 1997).

Suglara bagli olarak Cag patojenite adas1 27-31 gen tasimaktadir. Bu genlerden
enaz 18’1 Tip IV sekresyon sistemini olusturmaktadir (TFSS) (Backert ve dig., 2015).

H. pylori CagA geninin mide kanseriyle iliskisi ilk olarak 1995°te gosterilmistir
(Blaser ve dig., 1995).
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1.4. MikroRNA (miRNA)

MikroRNA’lar kiiciik, kodlamayan RNA molekiilleridir. Yaklasik 20-25
niikleotid uzunlugundaki bu molekiiller, post-transkripsiyonel evrede gen
ekspresyonunu negatif yonde diizenler. miRNA’lar spesifik genler tarafindan
kodlanirlar. Gorevleri mesajc1 RNA’lar1 (MRNA) translasyonunu baskilamak ya da
mRNA’larin par¢alanmasini saglamaktir. miRNA’lar; inflamasyon, hiicre biiylimesi,
apoptoz, gelisim, farklilasma, endokrin homeostazisi ve hatta kanser gibi pek ¢ok

biyolojik proseste rol oynarlar (Johnson ve dig., 2007).

mMiRNA’lar, RNA-indiiklenmis susturma kompleksine (RNA-induced
silencing complex (RISC)) rehberlik eder ve bu kompleksin hedef transkriptlere
yonlenmesini saglar. Ardindan da bu hedeflerin katlanmasini indiikler veya
translasyonel baskilamaya neden olurlar (Achkar ve dig 2016). miRNA’lar pek ¢ok
okaryotik canlida bulunurlar fakat biyogenezleri ve sinyal yolaklar1 hayvanlar ve

bitkiler arasinda farklilik gostermektedir (Kamthan ve dig., 2015).

miRNA’lar farkli genomik bolgelerde bulunan kendi genleri tarafindan
kodlanirlar. Oncelikle microRNA’lar, RNA polimeraz Il tarafindan, birincil-
mIiRNA (primary-miRNA (pri-miRNA)) olarak sentezlenirler. 5° cap ve poli-A
kuyruklar1 vardir. Bu asamada birka¢ yiiz niikleotid ile birkac kilobaz
uzunluktadirlar. Ardindan ¢ift asamali bir proses sonucu olgun miRNA’lara
(precurcor miRNA (pre-miRNA)) dontistirler. Bu islem hayvan hiicrelerinde
mikroislemci kompleks (microprocessor complex) adi verilen bir protein kompleksi
tarafindan gerceklestirilir. Ilk kesim bu komplekste yer alan Drosha ve Pasha
tarafindan katalizlenir (Lee ve dig., 2003). Drosha enzimi RNaz Il ailesinden bir
niikleazdir ve niikleusta primer RNA transkriptleri iizerine etki gosterir. Pasha ise
cift iplikli RNA baglayicit proteindir. Kesimin ardindan pre-miRNA molekiili
yaklasik 70 niikleotit uzunlugundadir (Yi ve dig., 2003; Bohnsack ve dig., 2004).
Pre-miRNAlar, RanGTP/exportin 5-bagimli mekanizma ile sitoplazmaya tasinirlar
(Lund ve dig., 2004). Sitoplazmaya tasindiktan sonra miRNA’lar taninirlar ve Dicer
enzimi ile ikinci bir kesim gergeklesir (Hutvagner ve dig., 2001). Bu kesim sonucu

yaklagik 22 niikleotitlik pre-miRNA molekiilii meydana gelir (Ketting ve dig., 2001).
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1.4.1. miRNA’larin Mide Kanseri Gelisimine Etkisi

Hem onko-miRNA’lar hem de timdr siipresér miRNA’lar kanser gelisimi
tizerine 6nemli roller iistlenirler. Yapilan galismalarda onco-miRNA miR-130’un mide
kanserine over eksprese oldugu gosterilmistir (Duan ve dig., 2016). Yine bagka bir
calismada miR-24’{in BCL2L11 ekspresyonunu baskilayarak apoptozu engelledigini
ortaya koymustur. miR-15, miR-16, miR-34 ve miR-181b gibi mikroRNA’lar ise
BCL2’yi tetikleyerek apoptozu tetikleyen siipresér miRNA’lardir. Bu miRNA’lar
beklendigi gibi mide kanserinde diisiik ekspresyon gosterirler (Nishizawa ve Suzuki,
2013).

1.4.2. miRNA’larin Kanser Tanisinda Kullanilmasi

Kanser tanisi, hastaligin ilerlemesi, yinelenmesi ve tedavisinde ¢ok énemlidir.
Mide kanseri i¢in de ¢esitli tan1 yotemleri gelistirmistir. Bunlardan biri miRNA’larin
kan serumundan tespitidir. miR-223, miR-233, miR-21 ve miR-218 gibi
mikroRNA’larin mide kanseri hastalarinda kan serumlarinda 6nemli degisikler
gosterdikleri anlasilmistir (Wang ve dig., 2014). Oregin Li ve ark. 60 hasta ve 60
kontrolle yaptiklari caligmada miR-223 ve miR-21 seviyelerinin mide kanseri
hastalariin plazmalarinda, saglikli bireylerden fazla oldugunu bulmuslardir. Buna
ragmen, miR-218 seviyeleri ise daha diisiik olarak bulunmustur. Bunun disinda yine
ayni ¢alismada, H. pylori ile enfekte oldugu bilinen hastalarin serum miR-223
seviyeleri, bakteri ile enfekte olmayan fakat mide kanseri hastalig1 tagiyan bireylerin
serum miR-223 seviyelerinden olduk¢a fazla ¢ikmustir (Li ve dig., 2012). Bu
mikroRNA’lar disinda pek ¢ok mikroRNA daha serum diizeylerine bakilarak mide
kanseri tanisinda biyomarker olarak kullanilmaktadir ve bu markerlarin sayist giin

gectikce artmaktadir.

1.4.3. miRNA’larin Mide Kanseri Tedavisinde Kullanilmasi

Son yillarda yapilan calismalar miRNA’larin mide kanseri tedavisinde
kullanilabilecegini ortaya koymaktadir. miRNA’lar1 hedef alacak olan ilaglar timor
stipresor miRNA’larin overeksprese olmasini, onko-miRNA’larin ise inhibe

edilmesini saglayabilir (Riquelme ve dig., 2016).

Diger yandan ilag¢ direnci agisindan da miRNA’larin rolii biiyliktiir. Pek ¢ok

calismada miRNAlarin ilag tasiyicilari, ilag metabolizmasi enzimleri, transkripsiyon
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faktorleri ve reseptorleri lizerine etkisi oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu miRNA’lar
kullanilarak mide kanser hiicrelerinin ilag direnglerinin  azaltilabilecegi
distiniilmektedir (Hao ve dig., 2017). Fakat bir miRNA birden fazla hedef geni

etkilediginden iizerinde ¢alisilmasi gereken bir konudur.

1.5. Mide Kanserinde H. pylori ve mikroRNA iliskisi

H. pylori enfeksiyonu, miRNA ekspresyonu mekanizmasini bozarak miRNA
aktivitesini etkilemektedir. Bu da H. pylori’nin konak hiicre savunmasindan

kacinmasini saglamaktadir.

miR-146a ve miR-155, 6zellikle H. pylori kaynakli proinflamatuar bagisiklik
yanitin negatif diizenlenmesinde rol oynar. miR146a mide kanserine duyarliligi
arrtiran bir miRNA’dir (Okubo ve dig., 2010) ve invitro ve in vivo ¢alismalar; H.
pylori’ninmiR-146a’y1 yukari regule ettigini gostermistir (Liu et al., 2010). H. pylori
enfeksiyonu sonucu gelisen mide kanserinde, timor siipresor miRNA’larin
baskilandig, tiimériijenik miRNA’larin ise tetiklendigi goriilmiistiir. Ornegin mide
kanserinde H. pylori enfeksiyonu sonucu miR-31, miR-101, miR-141, miR-203, miR-
210, miR-218, miR-375, miR-449 asagi-regiile olurken miR-17, miR-20a, miR-21,
miR-146a, miR-155 and miR-223 yukari-regiile olmustur (Noto ve Peek, 2011).

1.6. miR-98 ve Kanser

MIRNA’lar hiicrelerde pek c¢ok rol iistlenirler. Timor olusumu bunlardan en
onemlisidir. Fakat kanser anjiyogenezinde, invazyonda ve tiimor gelisiminde rol alan
diger yolaklardaki rolleri heniiz tam olarak aydinlatilamamistir (Siragam ve dig.,
2012).

MiR-98 tiimor baskilayici bir miRNA’dir (Ting ve dig., 2012). Meme kanseri
(Siragam ve dig., 2012), prostat kanseri (Ting ve dig., 2012), Hipertrofik skar (HS) (Bi
ve dig., 2017), Kriptosporidyum parvum enfeksiyonu (Hu ve dig., 2011), sizofreni
(Rizos ve dig., 2016), kronik hipertansiyon (Vashukova ve dig., 2016) gibi pek ¢ok
hastalikla ilgili ¢aligilmustir.

Prostat kanseri ve meme kanseri hiicre hatlariyla yapilan ¢alismalarda, miR-

98’in tlimor baskilayici 6zelligi gosterilmistir. Ayrica vitamin D’nin miR-98 iizerine
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indiikleyivi bir 6zellik gosterdigi de bulunmustur (Ting ve dig., 2012). Bunun yaninda
meme kanserinin metastazinda 6nemli bir rolii olan kemokin (C-C motif) ligand 18
(CCL18)’in miR-98’i baskiladigi; bu sayede de metastaz1 gergeklestirdigi
gosterilmistir.  Let-7/miR-98 ailesinin  Ras onkogenini hedef alarak tiimor
baskilanmasinda 6nemli bir rol iistlendigi bilinmektedir (Johnson ve dig., 2005). Bu
yiizden de miR-98 baskilanmasi tiimoér olusumunda 6nemli bir etkendir. Siragam ve
ark ise yine meme kanserinde miR-98’in activin receptor-like kinase-4 and matrix
metalloproteinase-11’i hedef alarak tiimor anjiyogenezini ve invazyonu baskiladigini

ortaya koymuslardir (Siragam ve dig., 2012).

mMiR-98’in sizofreni lizerine etkisine baktigimizda, yapilan bir calismada
kanserli ve sizofreni hastas1 bir grup ile yalnizca sizofreni hastalig tasiyan baska bir
grup karsilastirilmistir. Bu ¢alismada miR-98-5p’nin baskilanmasi ile birlikte beyinde
tiimdr veya tlimorle birlikte sizofreni goriildiigii sonucuna ulasilmistir. Fakat mir98’in

yalnizca sizofreniye sebep oldugu goriilmemistir (Rizos ve dig., 2016).

Guoku ve ark. miR-98’in proliferatif etkisi {izerine yogunlagmislardir.
Yaptiklari ¢galismada insan HS fibroblast hiicrelerini kullanmiglardir ve bu hiicrelerde
miR-98 mRNA seviyesinin kontrol grubuna oranla daha diisiik ¢iktigi bulunmustur.
miR-98 seviyesi HS hiicrelerinde baskilanarak downregiile olmustur (Bi ve dig.,

2017). Bu da miR-98’in antiproliferatif etkisini ortaya koymaktadir.

1.7. miR-16 ve Kanser

miR-16, miR-15 ailesine ait miRNA’lardan biridir. miR-15a/16-1 ve miR-
15b/16-2 dizilerinden olgunlasir. miR-15a/16-1 insanlarda 13. kromozomda lokalize
olmustur (Gu ve dig., 2017). Okaryotik hiicrelerde sayisiz biyolojik proseste rol alan
onemli miRNA’lardan biridir. Fakat buna ragmen, miR-16’nin fizyolojik

fonksiyonlarin1 nasil gergeklestirdigi hala tam olarak anlasilamamistir (Yan ve dig.

2013).

mMIiR-16 insanlarda tiimorlerle iliskilendirilen ilk miRNA’lardan biridir (Calin
ve dig., 2002). Kanitlar gostermektedir ki; miR-16 hiicre dongiisiinii diizenleme,
proliferasyonu baskilama, apoptozu tesvik etme ve tiimorijeniteyi baskilama gibi pek
¢ok onemli rol Gistlenmektedir (Ageilan ve dig., 2009). miR-16 anti apoptotik bir gen

olan Bcl-2 (Cimmino ve dig., 2005), G1-2 transisyonunda rol alan genlerden siklin
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D1, siklin D3, siklin E1 ve siklin-bagimli kinaz 6 (cyclin-dependent kinase 6(CDKG6))
(Linsley ve dig., 2007) ve Wnt sinyal yolaginda rol alan WNT3A Bonci ve dig., 2008)
gibi genleri hedef alir. Ayrica kronik lenfositik 16semi (Calin ve dig., 2002), prostat
kanseri (Bonci ve dig., 2008) ve akciger kanseri (Bandi ve dig., 2009) gibi bir¢ok
kanserde de miR16’nin ya kismen delesyona ugradigi ya da baskilandigi
goriilmektedir (Sekil 1.5).
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Sekil 1.5. DNA hasar1 cavabinda miRNA’larin rolii (Liu ve Lu, 2012)

Ageilan ve ark. kronik lenfositik lenfomaya 13q14.3 gen bolgesindeki bir
delesyonun neden oldugunu ve bu bélgenin de miR-15a/miR-16-1 hedef bolgesi
oldugunu saptamiglardir. Bu bolgede meydana gelen delesyon sonucu,
miR15a/miR16-1 baglanamamakta ve sonu¢ olarak kanser meydana gelmektedir
(Ageilan ve dig. 2009). Yine ayni gen bolgesindeki delesyonlarinmultipl miyelom,
mantle hiicreli lenfoma ve prostat kanserinde de goriildiigii rapor edilmistir (Dong

ve dig. 2001).

Son yapilan ¢aligmalarda miR-16’nin tropik hastaliklardan olan malaryada da
downregiile oldugu gosterilmistir. Plazma miR-16 seviyesinin, kontrol gruplariyla
karsilastirildiginda 6nemli diizeyde diistigii gosterilmistir (Chamnanchanunt ve dig.

2015).
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2. AMAC

H. pylori 1982 yilindaki kesfinin ardindan, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde
en sik rastlanilan kronik bakteri enfeksiyonudur (Ou ve dig., 2013). Bir¢ok mide
hastaligiyla iligkilendirilen, diinya ¢apinda bir saglik problemidir. Diinya niifusunun
yarisindan fazlasinin H. pylori ile enfekte oldugu bilinmektedir (Garza-Gonzalez ve
dig., 2014).

H. pylori tarafindan iiretilen iki adet ana virulan faktor vardir: VacA ve CagA.
CagA proteini, H. pylori enfeksiyonuna tepki olarak sinyal iletiminde yer alan hiicre
i¢i bosluga salinir, buna karsilik VacA H. pylori'ye konak hiicrelerini istila ederek
konake¢1 hiicrelerde vakuolizasyona ve sonucta hiicre hasarina yardimci olabilir

(Yamaoka ve dig., 2010).

mMiRNA’larin %50’sinden fazlasinin tiimdrle iligkili bdlgenin yakinlarinda
yerlesim gostermesi, miRNA’larin tiimorle iliskili oldugunu diisiindiirmektedir. post-
transkripsiyonel asamada mRNA’larin aktivitesini degistirerek; proliferasyon,
apoptoz, metastaz ve ilag¢ direnci gibi pek ¢ok mekanizmada rol oynayan miRNA’lar,
mide kanseriyle iligkili pek ¢ok biyolojik siirecte de degisikliklere sebep olur (Calin
ve Croce, 2007). Calismada ele alinan miR98a ve mgR-16-5p’nin proapoptotik

miRNA’lar oldugu ve kanserle iliskileri daha 6nceki ¢calismalarda gosterilmistir.

H. pylori enfeksiyonu, CagA ve VacA genleri sayesinde kanser karsiti
mMiRNA’larin baskilanmasina neden olurken, kanserle iliskili pek cok miRNA’nin da
ekspresyon seviyesinin artmasini saglar. Bu sayede miRNA’lar araciligiyla kanser

mekanizmasinin diizenlenmesini bozarak, kansere sebep olur.

Tirk popiilasyonunda oOnemli oranda (~%90) H. pylori enfeksiyonu
goriilmesine karsin, bu enfeksiyonun miRNA ifadesi iizerine etkisi arastirilmamustir.
Bunun yaninda polimorfik CagA ve VacA’nin miR-98a ve miR-16-5p ifadesi tizerine

etkisi de daha 6nce calisiilmamustir.
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Bu ¢alismada H. pylori ile enfekte ve mide kanseri tasiyan doku 6rneklerinde
polimorfik CagA ve VacA genlerinin polimorfik bolgeleri PZR ve agaroz jel
yontemiyle saptanmaya calisilmistir. VacA ve CagA virulans faktorlerinin pro-
apoptotik miR-98 ve miR-16-5 miRNA’larina nasil etki ettikleri ve bu miRNA’larin
ekspresyon seviyelerindeki degisimler gergek zamanli PZR yontemiyle incelenmistir.
Dokular arasinda kiyaslama yapilarak hangi polimorfizmlerin bu miRNA’larda daha

¢ok baskilamaya sebep oldugu gozlemlenmistir.
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3. GERECLER

3.1 Arastirmada Kullamlan Ornekler

Mide kanseri doku 6rnekleri T.C. Istanbul Universitesi Istanbul Tip Fakiiltesi
Kilinik arastirmalar etik kurulunun 03.09.2014 tarihli 1362 sayili etik kurulu izni ile
toplanmistir. Bu calismaya dahil edilen alti tumor dokusu ornegi NPO HIPEC
sorumlulugunda 2016-2017 yillar1 arasinda T.C. Istanbul Egitim ve Aragtirma
Hastanesinde mide kanser teshisi konupmide ameliyat geciren hsatalardan temin
edilmistir.

ATCC’den alinan AGS (Insan Kafkasya gastrik adenokarsinomasi) hiicre hatt

kontrol amaglh kullanilmistir.
3.2 Toplanan Dokularin Saklanmasinda Kullanilan Soliisyonlar

RNA-Later Soliisyonu : Thermo Fisher Scientific

Absolut Etanol : Sigma-Aldrich

3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu Tamponlari ve Polimeraz Enzimleri

10X (NH4)2S04’1ii Taq Tampon dNTP (10 mM) : Thermo Fisher Scientific

25 mM MgCl; : Thermo Fisher Scientific
Ileri primer : Sentromer
Geri primer . Sentromer
Taq DNA Polimeraz rekombinant (5U/ul) : Thermo Fisher Scientific

3.4. Primerler

PZR reaksiyonunda CagA ve VacA bolgelerini ¢gogaltmak i¢in kullanilan
primerler ¢izelge 3.1. ve ¢izelge 3.2.°de, kantitatif PZR’de kullanilan primerler ise
cizelge 3.3.’te verilmistir.
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Cizelge 3.1. PZR reaksiyonunda CagA boélgelerini ¢ogaltmada kullanilan primerler

PRIMER DizZi (5°-3’) URUN BOYUTU
ileri Primer y g ..
cag2e-F 5 GGAACCCTAGTCGGTAATG 3’ cagh 3" degisken golge
(450-850bp)
(Argent RH., et al.,
Geri Primer 2004, Rudi J., et al.
cagd®-R 5 ATCTTTGAGCTTGTCTATCG 3 1098)
ileri Primer 5 s
5 TTCTCAAAGGAGCAATTGGC 3 PL. P2.P3 motifleri icin
cagA28F
P1 motifi
i Dri 264-291b
Geri Primer | &, 3P CCTGCTTTCTTTTTATTAACTTTAGC ( Aréent RH. gt) al.
cagA-P1C 3’ 2004)’ ’
P2 motifi (309-
Gent Priggy 5 TTTAGCAACTTGAGTATAAATGGG3’ 336bp)
cagA-P2TA (Argen;(l):\(’)lz)., etal.,
P3 motifi (468-
Geri Primer 5 ATCAATTGTAGCGTAAATGGG 3’ A 6t7 é?_'p) Cal
cagA-P3E ( rgen2004)., etal.,
CAGLF 5° ACCCTAGTCGGTAATGGGTTA 3’ Cag‘; Z3i|greikmr
(Tip A 642-651bp,
Tip B ve D 756bp,
CAG2-R , , Tlp C 810-813bp)
5> GTAATTGTCTAGTTTCGC 3 (YamaokaY_’et a|.’
1998)
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Cizelge 3.2. PZR reaksiyonunda VacA boélgelerini ¢ogaltmada kullanilan primerler

PRIMER Dizi (5°-3’) URUN BOYUTU

fleri
F;;';IEFV 5’ATGGAAATACAACAAACACAC 3’

S1: 259 bp

Geri S2:286 bp

'i;;”;g 5’CTGCTTGAATGCGCCAAAC 3’

fleri
Primer

Va3F 5" GCTCAAAATGCGGTCATGG3’

M1:290 bp

Geri
Primer 5 CCATTGGTACCTGTAGAAAC 3’
Va3R

fleri
Primer

\VadF 5> GGAGCCCCAGGAAACATTG ¥’

M2:352-400 bp

Geri

Primer 5> CATAACTAGCGCCTTGCAC 3’
VadR

Ileri
Primer 5> GTTGGGATTGGGGGAATGCCG 3’
VACF1-

11:426

Geri

Primer 5> TTAATTTAACGCTGTTTGAAG 3’
CIR

fleri
Primer 5’GTTGGGATTGGGGGAATGCCG 3’
VACF1

12:432
Geri

Primer 5’GATCAACGCTCTGATTTGA 3’
C2R
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Cizelge 3.3. qRT-PZR Reaksiyonunda Kullanilan Primerler

PRIMER DiZi (5>-3’)

miR-98a 5’ UGAGGUAGUAAGUUGUAUUGUU 3’

MiR-16-5p 5’UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG 3°

5’

RNU6-1 | GUGCUCGCUUCGGCAGCACAUAUACUAAAAUUGGAACGAUACA-

GAGAAGAUUAGCAUGGCCCCUGCGCAAGGAUGACACGCAAAUU-
CGUGAAGCGUUCCAUAUUUU 3’

3.5. Agaroz Jel Elektroforezi Tampon ve Kimyasallari

Agaroz : Sigma-Aldrich

6X DNA jel yiikleme boyasi : Thermo-Fisher Scientific
UltraPure™ Etidyum Bromid (10 mg/ml) : Thermo-Fisher Scientific
GeneRuler™ 100 b¢ DNA ladder : Thermo-Fisher Scientific

- 1:1:4 DNA ladder: DNA yiikleme boyasi: distile su

5X TBE

- Tris-baz : Sigma-Aldrich
- EDTA : Sigma-Aldrich
- Borik Asit : Sigma-Aldrich

3.6. AGS Hiicre Hatti icin Besiyeri ve Dondurma Medyumu Hazirlama

AGS Besiyeri

- DMEM/F12 : Thermo-Fisher Scientific
- FBS : Thermo-Fisher Scientific
- Penisilin Streptomisin : Thermo-Fisher Scientific

AGS Dondurma Medyumlari

- DMEM/F12 : Thermo-Fisher Scientific
- FBS : Thermo-Fisher Scientific
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- DMSO : Thermo-Fisher Scientific
Hiicrelerin kaldirilmasi i¢in Kullanilan Kimyasallar

- Tripsin : Thermo-Fisher Scientific
- PBS : Thermo-Fisher Scientific

3.7. gRT-PZR Reaksiyon Bilesenleri

- SensiFast SYBR® Non-Rox Mix : Bioline

- MystiCq MicroRNA gPCR Assay Primer : Sigma-Aldrich
- MystiCq Universal PCR Primer : Sigma-Aldrich
- cDNA

3.8. Poli(A) Kuyruk Ekleme Reaksiyonu Bilesenleri

- Poly(A) Tailing Buffer : Thermo-Fisher Scientific
- Poly(A) Polimeraz : Thermo-Fisher Scientific
- MystiCq MicroRNA cDNA Reaction Mix  : Thermo-Fisher Scientific
- Ready Script Reverse Transcriptase : Thermo-Fisher Scientific

3.9. DNA biiyiikliik markérleri

New England BioLabs 2-log 100 kb¢DNA markérii: 100, 200, 300, 400, 500,
600, 700, 800, 900, 1000 baz giftlik fragmanlar iceren DNA markorii (New England
Biolabs).

3.10. Diger Kimyasallar

2-merkaptoetanol : Merck
HBSS (Hank’sBalanced Salt Solution) : Gibco
Camasir Suyu

3.11. Kitler

PureLink™ Genomic DNA Mini Kit - Invitrogen

(Katalog numarasi: K182001)

NucleoSpin® RNA
: Machery-Nagel

(Katalog numarasi: 740955.250)
MystiCq™ microRNA cDNA Synthesis Mix : Sigma-Aldrich

(Katalog numarasi: MIRRT)
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Taq DNA Polymerase, recombinant (5 U/uL) : Thermo-Fisher
(Katalog numarasi: 10342-053)
SensiFAST SYBR® No-ROX Kit : Bioline
(Katalog numarasi: BIO-98005)

MystiCgmicroRNA SYBR Green qPCR Ready Mix (2X) : Sigma
(Katalog numarasi: MIRRMO3)

3.12. Cihazlar ve Markalar

CiHAZ

Mikropipet Seti
Elektroforez Gli¢ Kaynagi
Mikrodalga Firin
Elektroforez Tanki

-80 Buzdolab1

Hassas Terazi

Distile Su Cihaz1

MARKA

: Finnpipette™ F2 Thermo Scientific
: EC250-90 Thermo Scientific

: MD592 Argelik

: Claver

: Haier-Biomedikal

: Precisa XB220A

: Smart 2 PureThermoScientific

Dik Tip Otoklav : BES

Mini Spin Plus : Eppendorf
Manyetik Karistirict : MR3001 K Heidolph
Thermalcycler T100 PCR : BioRad

CFX Connect Real-Time System : BioRad

Minispin

MultiSkan GO uDrop

: Four E’S Scientific

: Thermo Scientific

Homojenizator : Retsch MM400
LaminarFlow : FasterSafeFast Classic
Dri-block : DB-2DTechne

Buz Cihaz1 : AF 80 Scotsman

Santrifiij Cihaz1
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Vorteks

Su Banyosu
Inkiibaktor

Azot Tanki

pH Metre

Etiv

Jel goriintiileme cihazi
Invert Mikroskop

Istk mikroskobu

Pipet Filler

SafeVVacVacuumAspirator

3.13. Sarf Malzemeler
Filtreli u¢ (10p1, 120u1,200u1 1000p1)
Pipet ucu (10ul, 200ul, 1000pul)
Eppendorf (0.5ml, 1.5ml, 2.0ml)
PCR tiipii (0.2ml)
Cyro tiip (2ml)
Rack
Steril bistiiri ug
Platemax®UltraClearSealing Film
PCR ®Microplate
Parafilm
15ml, 25ml, 50ml falkon
250ml Erlen
Meziir 50ml, 500ml, 1000ml
Flask (25cm?,75cm?) (Corning)

CorningDish (150cm?)
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: HeidolphReax top

: Memmert WNB 14

: Memmertinco 2

: Thermo Scientific

: ISOLAB

: FN 500 NUVE

: GEN-BOX-imagERCFXER Biyotek
: AXIOinvert Vert.A1Zeiss

: Olimpus CK40

: ThermoScientific

: SCILOGEX

- Isolab

- Isolab

- AXygen
: Axygen
: GreinerBio-one
> Isolab

: Broche
- AXygen
: Axygen
: BEMIS
- Isolab

- Isolab

- Isolab

: Sigma

: Sigma



Cam pastor pipet : Marienfeld

Corning® Costar® Stripette® serolojik pipet

(5ml-10ml-25ml-50ml) : Sigma
Beher - Isolab
Eldiven : Beybi
Corning® 150mL VacuumFilter : Sigma
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4. YONTEM

4.1. Mide Kanser Dokularmin Saklanmasi

T.C istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesi’nden (Samatya Hastanesi) kanserli
ve normal mide dokusu 6rnekleri toplandi. Toplanan kanserli ve normal mide dokusu
orneklerinden DNA izolasyonu i¢in kullanilacaklar ~1,5 ml absolut etanol; RNA
izolasyonu i¢in kullanilacaklar ise ~1,5 ml RNAlater soliisyonu bulunan kriyotiiplerde,

icinde -196°C’de sivi nitrojen bulunan tankta muhafaza edildi.

4.2. Mide Tiimérlii Dokulardan DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in PureLink Genomic DNA kitinden yararlanilmistir.

Izolasyon yapilirken kit protokolii uygulanmistir.

4.3. PZR ile CagA ve VacA Gen Varyasyonlarimin Belirlenmesi

PZR, istenilen gen bolgesinin laboratuar ortamindan ¢ogaltilmasi islemidir. Bu
bolgelerin  ¢ogaltilabilmesi igin, bdlgeye spesifik, primer denilen sentetik
oligoniikleotid dizileri kullanilmaktadir. Bir PZR reaksiyonunun gergeklesebilmesi
icin kalip DNA, ileri ve geri primer, dort tip deoksiniikleotid trifosfat (AINTP) ve
yiiksek sicaklikta islev gosterebilen polimeraz (Taq polimeraz) gerekmektedir.

PZR; denatiirasyon, baganma ve uzama asamalarindan olugmaktadir. Her
dongli sonucu olusan DNA molekiilleri, bir sonraki dongii i¢in kalip gorevi
gordiiginden, her dongii sonucu bir 6nceki dongiiniin iki kati kadar DNA meydana
gelmektedir. Genellikle bir PZR islemi 30 dongiiden olusmaktadir. Kosullar ve
kullanilan kimyasallar degisiklik gosterebilir.

Bu c¢alismada kullanilan reaksiyon bilesenleri ve kosullar Cizelge 4.1. ve

Cizelge 4.2.’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1. PZR Reaksiyon Bilesenleri

Stok Calisma Son
Reaksiyon
Bilesenleri Konsantrasyon Konsantrasyonu Hacim
Tampon 10X 1X 2,5 ul
dNTP 10 mM 0,2 mM 0,5 ul
MgCl, 25 mM 2,5mM 2,5 ul
Tleri primer 10 uM 0,2 uM 0,5 ul
Geri primer 10 uM 0,2 uM 0,5 ul
Taqgpolimeraz 5U0/ul 1,25U 0,25ul
DNA 100 — 400 ng/pl - 1 ul (100-400ng/ul)
dH20 - 17,25 ul
Toplam hacim - 25ul
Cizelge 4.2. PZR Reaksiyon Kosullari
Reaksiyon CagA 3’ degisken | Reaksiyon cagA 3’
Kosullan bolge, EPIYA Kosullan bolgedeki dizi
motifleri ve VacA tekrarlarma
polimorfik bolgeleri bagh boyutlar:
farkl iiriinler
Tk 95°C 2dk 95°C 2dk
Denatiirasyon 95°C 30sn (35 Dongii) 95°C 30sn(35 Dongii)
Baglanma 55°C 30sn (35 Dongii) 52°C 30sn (35 Dongii)
Uzama 72°C 1dk (35 Dongii) 72°C 1dk (35 Dongii)
Son Uzama 72°C 5dk 72°C 5dk
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4.4 Agaroz Jel Elektroforez Yontemi

Agaroz jel elektroforez yontemi DNA molekiiliiniin uygun sekilde izole
edildigini ve cogaltildigin1 kontrol etmek i¢in kullanilan bir yontemdir. DNA’nin
yiiklii bir molekiil olma esasina dayanir. DNA’nin istenilen sekilde ve uzunlukta izole
edilip edilmedigini anlamak icin farkli uzunlukta DNA bélgeleri iceren bir ladder jele

yiiklenir. Bu sayede ne kadar uzunlukta bir DNA molekiilii elde edildigi kontrol
edilebilir.

Calismada kullanilan agaroz jel konsantrasyonu ve hazirlanisi ¢izelge 4.3°te

gosterilmistir.
Cizelge 4.3. Agaroz Jel Hazirlanist
5X TBE (Tris-Borik Asit-EDTA) %2’lik Agaroz Jel
pH 8,3
Kimyasal Stok Kullanilan Kimyasal | Kullanilan
Konsantrasyon | Miktar Miktar
Tris 890 mM 54 g Agaroz 1g
Borik Asit | 890 mM 2759 TBE 50 mL
EDTA 05M 20 mi
Distile su - 1 L’ye
tamamlanincaya
kadar

4.5. Dokudan Total MRNA izolasyonu

RNA izolasyonu igin NucleoSpin RNA kiti kullanilmustir. Izolasyon kit

prosediiriine uygun olarak yapilmistir.

Elde edilen RNA konsantrasyonlar1 Cizelge 4.4.’teki gibidir:
Cizelge 4.4. Izole Edilen mRNA Konsantrasyonlari

mMRNA ornegi Konsantrasyon
AGS Hiicre Hatti 650 ng/ul
T1 Doku Ornegi 653,9 ng/ul
T2 Doku Ornegi 97,54 ng/ul
T3 Doku Ornegi 206,8 ng/ul
T4 Doku Ornegi 111 ng/ul
T5 Doku Ornegi 365 ng/ul
T6 Doku Ornegi 532 ng/ul
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4.6. cDNA Sentezi

MRNA molekiillerinden DNA elde etmek i¢cin c¢DNA sentezi
gerceklestirilmelidir. Bu sayede tek zincirli bir RNA molekiiliinden ¢ift zincirli DNA
molekiilii meydana gelir. MRNA’dan DNA elde etmek, mRNA’y1 daha salam bir
molekiil olan DNA sayesinde daha ayrintili incelemeye olanak saglar. Ayrica DNA
klonlanabilen bir molekiil oldugundan mRNA’y1 c¢cDNA’ya ¢evirmek onun
klonlanmasini da saglar. mRNA’lardan elde edilen cDNA konsantrasyonlari ¢izelge
4.5’te gosterilmistir. Son cDNA konsantrasyonlar1 400 ng olacak sekilde mRNA

kullanilmustir.

Bu calismada MystiCq™ microRNA c¢cDNA Synthesis Mix kullanilmustir. Tki
asamal1 olarak gergeklestirilen kit protokolil izlenmistir. Kit reaktifleri ¢izelge 4.5. ve

ve ¢izelge 4.6.’da gosterilmistir.

Cizelge 4.5. Elde Edilen cDNA Konsantrasyonlari

cDNA 6rnegi Konsantrasyon
AGS Hiicre Hatti 650 ng/ul
T1 Doku Ornegi 653,9 ng/ul
T2 Doku Ornegi 97,54 ng/ul
T3 Doku Ornegi 206,8 ng/ul
T4 Doku Ornegi 111 ng/ul
TS5 Doku Ornegi 365 ng/ul
T6 Doku Ornegi 532 ng/ul

4.6.1. Poli (A) Kuyruk Ekleme Reaksiyonu

1.1. cDNA sentez bilesenleri (enzim hari¢) ¢ozdiiriildii ve buza yerlestirildi.

1.2. Tipler kisaca santrifiij edildi.

1.3. Asagidaki reaktifler buz lizerine yerlestirilip 0,2ml’lik PZR tiiplerine
dagitild1.
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Cizelge 4.6. Poli (A) Kuyruk Ekleme Reaktifleri

Reaktif Hacim
Poly (A) TailingBuffer (5x) 2ul
RNA upto 1lug 1-5ul (0,4ug-1ug)
Nuclease-free-water 1-6ul
Poly(A) Polymerase 1ul
Total Hacim 10ul

1.4. Tipler hafifce vortekslendikten sonra kisaca santrifiij edildi.
1.5. Tiipler 37°C’de 60sn, 70°C’de 5dk inkiibe edildi.

1.6. Tipler kisaca santrifiij edildikten sonra buza yerlestirildi.

4.6.2. First-strandcDNA Sentez Reaksiyonu

1.7. Asagidaki reaktifler poly (A) kuyruk ekleme reaksiyonuna eklendi.

Cizelge 4.7. First-strand cDNA Sentez Reaktifleri

Kimyasal Stok Calisma Hacim

Konsantrasyon | Konsantrasyonu

Poly(A) Kuyruk ekleme - - 10 ul
reaksiyon karigimi
MystiCgmicroRNAcCDNA - - 9ul
ReactionMix
ReadyScript - - 1ul

ReverseTranscriptase

Total Hacim 20ul

1.8.  Tipler hafifce vortekslendikten sonra kisaca vortekslendi.

1.9.  Tiipler 42°C ‘de 20dk, 85°C°de 5dk inkiibe edildi.
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4.7. SYBR Green qRT-PZR ile miRNA Ekspresyon Analizi

Polimeraz zincir reaksiyonu tekniginin floresan tekniklerle bir araya
getirilmesi gercek zamanli veya kantitatif PZR tekniginin ortaya ¢ikmasini saglamistir.
Bu teknik norobilim, gelisimsel biyoloji ve medikal tanida siklikla kullanilmaktadir.
Ilk olarak Higuchi ve ark ortaya c¢ikardigi bu teknik kisa zamanda popiilerleserek
siklikla kullanilan bir teknik haline gelmistir (Higuchi ve ark, 1992).

Gergek zamanli PZR teknigi diger kantitatif PZR tekniklerine gore daha sik
tercih edilmektedir. Bunun sebebi de reaksiyon bittikten sonra farkli bir analiz
yontemine ihtiya¢ duyulmamasidir. Geleneksel PZR yonteminden farkli olarak, elde
edilen DNA miktar1 gercek zamanli olarak 6l¢iilebilmektedir. Bu sayede {iriin kayb1

ve meydana gelebilecek kontaminasyonlarin 6niine gec¢ilmis olur (Livak ve dig.,

1995).

Gergek zamanli PZR’de her dongii sonrasi iiretilen amplikon miktar1 floresan
boyama teknolojileriyle ol¢iilmektedir. Bunun i¢in genellikle ¢ift zincirli DNA’ya
baglanan SYBR Green boyalar kullanilir. Her dongii sonucu DNA nin miktar arttik¢a
SYBR Green’in yaptig1 floresan 1s1ma da artar (Nolan ve dig., 2006).

Gergek zamanli PZR dort basamaktan olusmaktadir: Dogrusal zemin fazi,
erken tistel faz, dogrusal faz ve plato fazi. Dogrusal zemin fazi ilk 10-15 dongiiyt
kapsamakta ve floresan 1s1ma bu basamakta arkaplanda kalmaktadir. Esik degerine
erken istel faz basamaginda ulasilir. Esik degerinin asildigi dongii ‘Ct olarak
adlandirilir. Dogrusal faz, DNA’nin optimal kosullarda sayisal olarak ikiye katlandig
fazdir. Reaksiyon bilesenleri sinirli sayida oldugu i¢in son fazda DNA miktarinin artisi

durur ve plato fazina girilir (Bustin, 2000)

Gergek zamanli PZR’de kesin 6l¢lim ve goreceli 6l¢iim olmak tizere iki sekilde
Olclim yapilabilir. Kesin 6l¢timde standart egri olusturmak i¢in konsantrasyonubilinen
bir 6rnek kullanilir. Standart egri Cy ile total RNA veya cCDNA’nin baslangi¢ miktarlari
arasinda iliski kurulmasini saglar. Boylelikle Ci degerine bakilarak miktar: bilinmeyen

RNA veya cDNA’nin konsantrasyonu bulunabilir (Heid ve dig., 1996).

Goreceli Olctimde ise hedef gen ekspresyonlarindaki degisimler eksternal
standart veya bir referans 6rnek baz alinarak ol¢iiliir (Livak ve Schmittgen, 2001).

Sonuglar hedef/referans oraninmi verir. Cesitli matematiksel yontemlerle ve ¢ikan
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sonuglar bir housekeeping gene goére normalize edilmelidir. Bunun i¢in de ilk olarak
test ve referans orneklerin Ct degerleri ilehousekeeping genin Ct degeri arasindaki fark
bulunur. Bu deger ACt’yi verir. Ardindan ise hedef ve referans 6rneklerin arasindaki
Ct degeri farki hesaplanir (AAC:). Hedef genin ifadesindeki degisim 224 formiiliiyle
bulunur (Marino ve dig., 2003).

Bu ¢alismada, H.pylorienfekte mide kanser dokularinda miR-98 ve miR-16-5p
ekspresyonseviyelerinin cagA ve VacA varyasyonlarina bagli degisip degismedigini
belirlemek tizere qQRT-PCR gergeklestirilmistir. Kontrol olarak H. pylori enfeksiyonu
icermeyen AGS hiicre hattt kullanilmigtir. Normalizasyon igin ise RNUG6-1

kullanilmustir.

gRT-PCR reaksiyonu igin SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit kullanild:.
Reaksiyonda kullanilacak primer dizileri Cizelge 2.8’de, reaktifler ve miktarlari

Cizelge 2.9’da ve reaksiyon kosullar1 Cizelge 2.10°da gosterilmistir.

Cizelge 4.8. qRT-PZR’de Kullanilan Bilesenler

Kullanilan Kimyasal Hacim
2x SensiFAST SYBR®Non-ROX Mix 5ul

MystiCqmicroRNAqPCRAssayPrimer (10 uM) 0,4 ul
MystiCq Universal PCR Primer (10 pM) 0.4 ul
cDNA 2l
(20ng)

Nuclease —free-water 2,2-3,2 ul
Toplam hacim 10 pl

Cizelge 4.9. gRT-PZR Reaksiyon Kosullari

Reaksiyon Kosullar: Siire
95 °C 2dk
95 °C 5sn
60 °C 30sn (40 Dongii)
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4.8. Hiicre Kiiltiiri

T.C. Yeditepe Universitesi'nden dondurulmus sekilde alinan AGS hiicre hatt1
stvi azot tankinda taginarak alindi. Ardindan bu hiicre hatti 6nceden 37 °C’de
sabitlenmis su banyosunda ¢6zdiiriildii.% 10FBS (Fetal Bovine Serum) ve %1 penicilin
streptomycin igeren 5 ml DMEMF12 complete medium, 15ml’lik falkon tiipe
aktarildi.Coziinen hiicre hatti complete medium iceren falcona aktarildi. Dondurma
mediumu’nu uzaklagtirmak i¢in 5 dk. 1000 rcf’de +4 °C’de santrifiij edildi.
Stipernatant uzaklastirildi, pellet 8 ml DMEMF12 complete medimu ile ¢ozduriildii.
75 cm? flaska (T75) 14 ml DMEMF12 eklendi. Cozdiiriilen pelletten, flasklara 1:8
oraninda ekim yapildi.Ekilen hiicre hattinin pasaj1 asagidaki sekilde yapilmistir:

- Flasktan medyum uzaklastirildi.

- ml PBS (Phosphate Buffered Saline) ile iki kez yikama yapildi.

- Hiicreleri yiizeyden kaldirmak i¢in 2 ml tripsin eklendi ve hiicreler 5
dk. karbondioksitli inkiibatorde 37°C’de inkiibe edildi.

- ml complete DMEM flaska eklenerek hiicreler flasktan falkona
aktarildi.

- 300 g’de 5 dk. oda sicakliginda santrifiij yapildi.

- Siipernatant uzaklastirildi, pellet 8 ml DMEMF12 complete medimu ile
¢Ozduriildii.

- 75 cm? flaska (T75) 14 ml DMEMF12 eklendi.

- (Cozdiiriilen pelletten, flasklara 1:8 ekim yapildi.

- Her pasaj sonrasi yaklasik 5 milyon hiicre 1ml dondurma medyumu ile
cyro tiip i¢inde donduruldu.

- Dondurma medyumu: %50 DMEM-F12 , %40 FBS ve %10 DMSO ile
hazirlandi.

- Hiicre hatt1 RNA izolasyonu elde etmek i¢in kullanildi.
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5. SONUC

Agaroz jel elektroforeziyle yapilan inceleme sonucunda 6 dokuda da H. pylori
enfeksiyonuna rastlandi. Elektroforez 100 V’ta 300 A’de 30 dk boyunca
gerceklestirilmistir.

5.1. Agaroz Jel Elektroforeziyle VacA Polimorfik Bolgelerinin Saptanmasi

Incelemesi yapilan 6 dokuda da ¢esitli polimorfik bélgelere rastlanmustir. M1
bolgesi 290 bg, M2 bolgesi 352-400 bg arasi, S1 bolgesi 259 bg, S2 bolgesi 286 bg ve
11 bolgesi 426 bg olarak jelde bant vermistir. S1, M1, M2 ve il bolgeleri T2 ve T3
dokularinda tespit edilmistir. S2 ve M2 T1 ve T5 dokularinda S1 ve M2 ise T4 ve T6
dokularinda goriilmistir. Tiim dokulara ait VacA agaroz jel goriintiileri Sekil 5.1. ve

Sekil 5.2.°de gosterilmistir.

100bp T1S2 TIMI TIM2 T11 100bp T251 T2Mm1 T2M2 T211 100bp T3S1 T3M1 T3M2 T311  100bp

426bp
290 bp

Sekil 5.1. T1, T2 ve T3 dokularinda M, S ve i VacA polimorfik bélgelerinin agaroz
jel goriintiist
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100bp TAM2 TaM1 T4S1 Tait

-~ 259 bp

Sekil 5.2. T4, T5 ve T6 dokularinda M, S ve i VacA polimorfik bélgelerinin agaroz
jel goriintlisti

5.2. Agaroz Jel Elektroforeziyle CagA Polimorfik Boélgelerinin

Saptanmasi

6 dokunu 3’ilinde tiim CagA varyasyon bolgelerine rastlanmisken, diger 3
dokuda polimorfik bolge gézlenememistir. Yani 3 doku CagA pozitif, diger 3 doku ise
CagA negatif olarak belirlenmistir. 3’ bolgesi iki dokuda (T2 ve T5) sadece 544 bg’lik
tek bant, bir dokuda (T3) ise hem 544 hem de 745 bg’lik iki bant vermistir. Cift bant
veren dokuda iki farkli sus oldugu diisiiniilmektedir. Uriin boyutu EPIYA deseninin
tahmin edilmesine olanak saglamaktadir. Buna gore 554 bg’lik bant veren dokularda
ABC EPIYA deseni, 745’lik b¢’lik bolgede bant veren dokuda ise ABCCC EPIYA

desenini icerdigi diistintilmektedir.

Yine PZR ve agaroz jel elektroforezi sonucu T2, T3 ve TS5 dokularinda R1, R2
ve R3 bolgeleri tespit edilmistir. 3° bolgede oldugu gibi R bolgesinde de T2 ve T5
dokular1 651 bg’lik bant verirken, T3 dokusu 651 ve 810 b¢’lik bolgede bant vermistir.
Bu sonuglara bakildiginda 651 bg bant veren T2 ve TS5 A tipi, 651 ve 810 bg bant veren
T5 dokusunun ise A ve C tipi iki gesit sus igerdgi bulunmustur. *2 degisken bolge ve

R’ bolgesi agaroz jel sonuglar Sekil 5.3.°te verilmistir.
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"T3 T3 TSY T6¥ NC 100bp TIR' T2R' T3R' T4R' TSR' T6R' NC

745 be 810 b¢

-~ 651be
544 be

Sekil 5.3. Polimorfik CagA 3’ ve R’ bolgelerinin agaroz jel goriintiisii (NC: negatif
kontrol)

EPIY A motiflerinini tespiti i¢in yapilan PZR ve agaroz jel elektroforezi sonucu
CagA P1, P2 ve P3 motifleri tespit edilmistir. P1 motifi 264 ve 291 bg’lik bolgede T2,
T3 ve T5 dokularinda; P2 motifi 309 bg’lik bolgede T2, T3 ve TS5 dokularinda ve P3
bolgesi de 468 ve 672 bg’lik bolgede ve yine T2, T3 ve TS dokularinda tespit

edilmigtir. P bolgelerinin agaroz jel goriintiisii sonuglart Sekil 5.4. ve Sekil 5.5.de

gosterilmigtir.

TIPL TIP2 TIP3 T2P1I T2P2 T2P3 T3PI T3P2 T3P3 T4PI T4P2 T4P3

672 bp

ALl
LR

-7  264bp

Sekil 5.4. T1, T2, T3 ve T4 dokularinda CagA polimorfik P bdlgesinin agaroz jel
goruntisu
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100bp

T5P1

T5P2 TS5P3

T6P1

T6P2 T6P3

PINC

P2INC P3NC

Sekil 5.5. T5 ve T6 dokularinda CagA polimorfik P bolgesinin agaroz jel goriintiisii
(NC: negatif kontrol)

5.3. miR-16-5p’nin qRT-PZR ile Ekspresyon Analizi

Gergek zamanli kantitatif PZR metodu ve SYBR Green floresan boya

kullanilarak miR-98a

Ve

mMiR-16-5p miRNA’larinin

ekspresyon

analizi

gerceklestirilmistir. AGS mide doku hatt1 kontrol olarak kullanilmistir. Ekspresyon

analizi sonuglari ¢izelge 5.1.’de ve ¢izelge 5.2°de gosterilmistir. Ayrica bu ekspresyon

seviyeleri Sekil 5.5. ve Sekil 5.6.’da da grafik olarak verilmistir.

mMiR-16-5p’nin ekspresyon seviyelerine bakildiginda en ¢ok baskilanmanin
0,022 kat ifade ile T3’te meydana geldigi goriilmektedir. T3’ sirasiyla T6, T2, T5, T4
ve T1 izlemektedir. T3, T2 ile birlikte VacA ve CagA agisindan tiim polimorfizmleri

tasimaktadir.

Cizelge 5.1. miR-16-5 Ekspresyon Analiz Degerleri

Doku Ornekleri ACT AACT 2-AACT Stﬂ';‘:;”
AGS 469 0,00 1 489
T1 6,15 146 0,352 26,25
T2 8,08 3.39 0,095 28,08
T3 10,21 5,52 0,022 10,18
T2 212 257 0,329 26,39
T5 7.89 3,20 0,108 7.92
T6 9,61 4.92 0,048 912
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AGS

T1

miR-16-5p Ekspresyon Seviyesi

T3

T4

Sekil 5.6. miR-16-5p Ekspresyon Seviyesi

5.4.miR-98’in qRT-PZR ile Ekspresyon Analizi

T5

T6

Cizelge 5.3.’de ve ¢izelge 5.4.’te de goriildiigii iizere MiR-98’in H. pylori

enfekte dokularda; AGS hiicre hatt1 ile karsilastirildiginda ekspresyon seviyesi

azalmaktadir. Baskilanma en ¢ok 0,012 kat ifade ile T3 dokusunda gériilmektedir. Bu

dokuda ayni zamanda S1,M1;M2 ve il VacA polimorfik bdlgeleri ve CagA P

(P1,P2,P3), 3’ ve R’ bolgeleri bulunmaktadir.

T3’lin ardindan en ¢ok baskilanan miRNA doku T2’deki miRNA’dir. Bu

dokuda da yine ayn1 sekilde CagA ve VacA’da incelenen tiim bolgelerde polimorfizm

goriilmektedir. Bu iki dokuyu sirasiyla T1, T4, T5 ve T6 izlemektedir. T1 VacA S2 ve

M2 polimorfik bolgelerini tagirken, CagA bdlgesi goriillmemektedir. T4’te sadece S1
ve M2; T6 ise sadece S1 ve M1 bdlgelerinde bant vermektedir. T5 dokusunda VacA
S2, M2, il; CagA P (P1,P2,P3), 3’ ve R’ bolgelerinde bant vermektedir.

Cizelge 5.2.miR-98’in Ekspresyon Analiz Degerleri

Doku Ornekleri ACT AACT 2-AACT Standart Hata
AGS 4,69 0,00 1 -8,1
T1 11,75 3,74 0,077 -11,81
T2 13,06 5,05 0,031 -13,1
T3 14,51 6,50 0,012 -14,49
T4 10,57 2,56 0,177 -10,77
T5 10,37 2,36 0,201 -10,39
T6 8,39 0,38 0,017 -14,01
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miR-98a Ekspresyon Seviyesi

025

AGS T1 T2 T3 T4 TS T6

Sekil 5.7. miR-98a Ekspresyon Seviyesi
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6. TARTISMA

H. pylori CagA ve VacA, kanser gelisimiyle iliskilendirilmis virulans
faktorlerdir. Bir¢ok H. pylori susu, gesitli okaryotik hiicre tiplerinde sitoplazmik
vakuolasyona neden olan bir sitotoksin liretmektedir (Smoot ve dig. 1996).VacA’nin
hiicreye baglanmasi MAPKinazlar (MAPK) gibi pek ¢ok sinyal yolagini aktive
etmektedir (Boquet ve Ricci, 2012). CagA ise Cag patojenite adasinda kodlanan bir
gendir ve proliferasyonun artmasi ve apoptozun baskilanmasi gibi gesitli hiicresel

degisikliklere neden olmaktadir (Censini ve dig. 1996).

VacA, M-, S- ve i- olmak tizere ti¢ farkli polimorfik bolge igermektedir. Bu
bolgeler uzunluk farkliliklarma bagli olarak M1, M2, S1, S2, il ve i2 olarak
adlandirilmaktadir. Yapilan ¢caligmalarda M1, S1 ve il allellerini igeren suslarin M2,
S2 ve i2 igeren suslara kiyasla kanser gelisimi riskini arttirdig1 gosterilmistir. (Atherton

ve dig. 1995, Figueiredo ve dig. 2002).

CagA ise 3’ degisken bolgede Glu-Pro-lle-Tyr-Ala bazlarinin farkli tip ve
tekrar sayilaria rastlanmistir. Bu bolge bazlarin adindan yola ¢ikarak EPTYA motif
olarak isimlendirilmistir. EPIYA-A, EPIYA-B, EPIYA-C ve EPIYA-D olarak dort
farkli forma sahip olan bu motifler bolgeden bolgeye de farklilik gostermektedir.

Bu ¢alismada S- ve M- bolgeleri tiim dokularda bulunmusken, bu dokulardan
5 tanesinde S1 diger dokuda ise S2 bolgesi bulunmustur. S1 ve S2 allellerinin ayni

dokuda bulunmamas1 beklenen bir durumdur (Paniagua ve dig., 2009).

Aynt zamanda CagA pozitifligi tespit edilmis ii¢c mide kanserli
dokudanikisinin, ABC EPIYA desenli A-tipi CagA’ya sahip tek tip susu; birinin ise
AB-ABC EPIYA desenli A ve C tipi CagA’lara sahip iki ¢esit susu icerdigi belirlendi.

6.1. MiR-16-5p

Kanitlar gostermektedir ki; miR-16 hiicre dongiislinii diizenleme,
proliferasyonu baskilama, apoptozu tesvik etme ve tiimorijeniteyi baskilama gibi pek

¢ok onemli rol istlenmektedir (Ageilan ve dig. 2009). miR-16-5p’de H. pylori’nin
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pozitif oldugu 6rneklerde AGS Kkontrol hiicrelerine gore baskilanma gozlemlenmistir.

Bu sonuca gore H. pylori’nin mir-16-5 tizerinde bir etkisi oldugu sdylenebilir.

mMiR-16-5p’nin en ¢ok T3 dokusunda baskilandigi goriilmiistiir. miR-16-5p
pro-apoptotik bir miRNA’dir ve tiim VacA ve CagA polimorfizmlerini tagiyan bu
dokuda baskilanmasi, polimorfik VacA ve CagA genlerinin apoptozu engelleyip,

tiimor olusumuna neden olabilecegini diisiindiirmektedir.

T2 de aym1 T3’te oldugu gibi polimorfik tiim bolgelere sahiptir. Fakat
baskilanma T3’teki kadar olmamustir. Bunun sebebinin miRNA’lar {izerindeki
baskilanmanin CagA ve VacA genlerinin disinda farkli mekanizmalar tarafindan da

gerceklesmis olabilecegi diistiniilmektedir.

T3’ten sonra en fazla baskilanma gosteren doku T6 olmustur. Polimorfik CagA
tasimayan bu 6rnek S1 ve M1 bolgesi tagimaktadir. VacA S1 ve M1 bolgelerini birlikte
tagityan dokularda, 6rnegin T2, T3 ve T6 dokularinda, miR-16-5p’nin diger dokulara
kiyasla daha fazla baskilandigi goriilmektedir. S1 ve M2 ortak olan T4’te ise
baskilanma en az diizeydedir. Onceki yapilan ¢alismalarda M1 polimorfizminin M2
polimorfizmine gore kanser riskini daha ¢ok arttiran bir polimorfizm oldugu
gosterilmistir. Bu ylizden M1 boélgesi tasiyan dokularda, pro-apoptotik bir miRNA
tizerinde daha fazla baskilanma meydana gelmesi beklenen bir durumdur(Atherton ve

dig. 1995).
6.2. mMiR-98

mMIiR-98 tiimor baskilayict bir miRNA’dir (Ting ve dig. 2012). Timor
baskilayici bir miRNA olan miR-98’in polimorfik VacA ve CagA tasiyan H. pylori ile
enfeksiyonu sonucu baskilandigi gozlenmistir. T3 ve T6 miRNA’nin en ¢ok

baskilandig1 dokular olmuslardir.

VacA sl/ml/il polimorfik bolgesine sahip T2 ve T3 doku o6rneklerinde
baskilanma seviyesinin arttig1 goriilmektedir. Ayni zamanda bu 6rnekler CagA P1, P2,
P3, 3’ ve R’ bolgelerini de icermektedir. miR-98’in bu dokularda fazla baskilanma
gostermesi,  polimorfik  bolgelerin  tiimdér  baskilanmasin1  engelledigini

diistindiirmektedir.
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Bu iki dokudan farkli olarak TS5 M1 bolgesi icermemektedir. M1 polimorfik
bolgesinin olmamasi, ekspresyon seviyesindeki diisiislerin gozle goriiliir bir sekilde
azaldigini gostermektedir. Bu sonuca bakilarak M1 polimorfik gen bolgesinin miR-98

tizerinde 6nemli bir etkisi oldugu sdylenebilir.

T6’da yalnizca VacA S1 ve M1 boélgeleri olmasina ragmen, miRNA {izerinde
en ¢ok baskilanma gozlenen ikinci doku olmasi; arastirmaya dahil edilmemis bir

etmenin bu doku tizerine etki ettigini akla getirmektedir.

(Calismada az sayida 6rnek kullanilmasi ve bu 6rnek sayisinin azligindan dolay1
istatistik analiz yapilamamasi, doku sayisinin arttirilmast gerekliligini  akla
getirmektedir. Ayrica CagA ve VacA pozitif dokularda miR-16-5p ve miR-98 hedef

genlerinin tespiti MiIRNA’larin davranislarinin aydnlatilmasini da saglayacaktir.

Az sayida 6rnek kullanilmasina ragmen, ¢calismanin geneline bakildiginda, pro-
apoptotik ve tiimor baskilayici olarak belirlenen iki miRNA’nin (miR-16-5p ve miR-
98), tiimor dokularinda AGS hiicre hattina kiyasla baskilanmasi, VacA ve CagA
genlerinin bu miRNA’lar iizerinde ifadeyi azaltict bir etki gdosterdiklerini
diigiindiirmektedir. Fakat ayni virulans faktorleri igeren dokularda farkli seviyede
baskilanmalar gozlemlenmektedir. Bu da CagA ve VacA disinda H. pylori’nin
miRNA’lar iizerine etkili baska virulans faktorler igerdigini de akla getirmektedir.
Polimorfik CagA ve VacA’nin miR-16-5p ve miR-98 iizerine etkisinin tam olarak
anlasilabilmesi i¢in, bu genlerin vektore klonlanip AGS hiicre hatlarina transfekte
edilmesi gerekmektedir. miRNA’larin ifadesindeki degisiklikler bu sayede daha iyi

anlasilacaktir.

Toparlamak gerekirse yapilan bu ¢alismada CagA ve VacA’nin incelenen iki
miRNA olan miR-98 ve miR-16-5p ifadesi iizerine etkisi oldugu diisiiniilmektedir. Bu
etkinin tam olarak anlagilabilmesi i¢in daha fazla doku Ornegiyle c¢alismak ve
polimorfik CagA ve VacA genlerini AGS hiicre hatlarina klonlayarak miRNA ifade

seviyelerine ve hedef genlerine bakilmalidir.
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