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OZET

MIDE KANSERINDE POLIMORFIiK HELICOBACTER PYLORI
VACA GENOTIPLERINDE MiR-200a-3p, MiR-223-5p VE MiR-29a-3P
MiRNA’LARININ EKSPRESYON ANALIZi

Mide kanseri insidans1 ve mortalitesi oldukca yiksek olan bir kanser turiddr.
Kiiresel ¢apta kansere bagli 6liim oranlarinda ikinci sirada yer almaktadir. H. pylori
mide kanseri risk faktori olarak bilinmektedir. H. pylori’den vakuol olusturucu bir
protein salinmaktadir. Vakuol olusturucu proteinin vacA adi verilen gen tarafindan
kodlandig1 bilinmektedir. VacA’nin kodladigi protein prekiirsér halde 140 kDa
boyutundadir. Salgilanan proteinden proteolotik prosesler sonucunda 88 kDa’lik aktif
toksin bolgesi olugsmaktadir. Aktif toksin bolgesi p33 ve p55 adli iki koldan meydana
gelmektedir. Bu iki kol Gzerinde s-, m- ve i- bolgeleri mevcuttur. H. pylori vacA toksin
bolgelerinde farkli alleller (S1/M1/i1 veya S2/M2/12) igeren formlar bulunmaktadir.
S1/M1/i1 allelleri en polimorfik formlardir. H. pylori vacA nin vakuol olusturma
yetenegi ile apoptozu tetiklemesi ve T lenfositlerinin proliferasyonunun baskilanmasi
gibi diger etkileri arasinda dogrudan bir iliski mevcuttur. H. pylori virllans faktor
VacA’nin, let-7 dahil birgok miRNA ifadesini degistirdigi tespit edilmistir. Bu
calismada kanserli mide dokularindan izole edilen H. pylori suslarinda VacA geninin
polimorfik bolgelerini saptamak iizere PZR analizi yapildi. Farkli VacA formlarina
sahip kanserli mide dokularinda, miR-29a-3p, miR-200a-5p ve miR-223-3p
miRNA’larinin ifade degisimi kantitatif gercek zamanl PZR ile analiz edildi. Farkl
VacA formlarinin mide kanseri dokularinda, ¢alisilan miRNA’larin ifade seviyesini
etkileyebilecegi gbzlemlendi.

Anahtar sézcuk: H. pylori, VacA, miRNA, Gastrik kanser.
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SUMMARY

EXPRESSION ANALYSIS OF MIR-200a-3p, MIR-223-5p AND MIR-29a-3P
MiRNAs IN POLYMORPHIC HELICOBACTER PYLORI VACA
GENOTYPES IN GASTRIC CANCER

Gastric cancer is a type of cancer with a high incidence and mortality. It is the
second largest cancer-related mortality in the global dimension. H. pylori is known as
a stomach cancer risk factor. A vacuole-forming protein is released from H. pylori. It
is known that the vacuole forming protein is encoded by the gene called VACA. The
protein encoded by VacA is 140 kDa in size as a precursor. Proteolytic processes from
secreted proteins result in an active toxin region of 88 kDa. The active toxin region
comes from the two ponds called p33 and p55. There are s-, m- and i- regions on these
two arms. In H. pylori vacA toxin regions there are forms containing different alleles
(S1/M1/ilorS2/M2/12). The S1/ M1/ Il alleles are the most polymorphic forms.
There is a direct relationship between the ability of H. pylori vacA to form vacuole
and other effects such as apoptosis triggering and suppression of T lymphocyte
proliferation. H. pylori virulence factor VacA has been found to alter many miRNA
expressions, including let-7. In this study, PZR analysis was performed to detect
polymorphic regions of VVacA gene in H. pylori strains isolated from stomach cancer
tissues. Expression changes of miR-29a-3p, miR-200a-5p and miR-223-3p miRNAs
in cancerous stomach tissues with different VacA forms were analyzed by quantitative
real-time PZR. It was observed that different VacA forms may affect the expression
level of miRNAs studied in stomach cancer tissues.

Key words: H. pylori, VacA, miRNA, Gastric cancer.
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1.GIRiS

1.1 Mide Kanseri ve Epidemiyolojisi

Mide kanseri global capta etkisini gostermeye devam eden agresif bir
hastaliktir. Son on yil baz alindiginda insidansinda genel ¢apta bir diislise ragmen
mide kanseri global ¢apta en yaygin dordiinct kanser turudir. Kanser élimlerinin ise

ikinci en dnemli nedenidir (Jemal ve dig.,2011, Ferro ve dig.,2014).

Gastrik kanser insidansi ve mortalitesi global capta diislis gostermektedir.

Ancak bolgeler arasinda istatistikte ciddi farklar mevcuttur.

Gastrik kanserdeki azalma gelisen beslenme sartlari, daha iyi korunma ve erken
teshis sayesindedir ancak hala kotii bir prognoz tasimaktadir. Gastrik kanser genel
olarak ge¢ evrelerde teshis edilmektedir. Tedavi yontemleri kemoterapi ve
kemoradyoterapi ile cerrahi operasyonlardir. Bu yaklasimlar mortalitenin azalmasini

saglamistir (Sasako ve dig.,2011, Bang ve dig.,2012).

Yeni vakalarin %70’inden fazlas1 gelismekte olan iilkelerde goriilmektedir.
Erkeklerde mide kanseri oranlari kadinlarin yaklasik iki katindan fazladir. Yiiksek
insidansa sahip baglica bolgeler Dogu Asya, Dogu Avrupa ve Giiney Amerika’dir.
Bolgesel varyasyonlar, beslenme farkliliklar1 ve H. Pylori (Helicobacter Pylori)
enfeksiyonun yayginligi, bolgelere gore degisen insidansi agiklamaktadir (Jemal ve
dig.,2011).

Gastrik kanseri i¢in ¢esitli siniflandirma yontemleri mevcuttur. En yaygin
olarak  kullanilan  ydntem  Lauren  smiflandirma  yontemidir.  Lauren
simiflandirilmasinda gastrik kanserde iki ana histolojik alt tip tanimlanmaktadir.
Birinci tip en yaygin rastlanan bagirsak tipi, ikincisi tip ise diffuz tip olarak adlandirilir
(Lauren, 1956).



Bu alt tipler arasindaki morfolojik farklilik bagirsak alt tipinde korunmus olan
ve diffiiz alt tip gastrik karsinomda bozulmus olan hiicre i¢i yapisma molekiilleri ile
iliskilidir. Her iki alt tipte hedeflenebilir protein ifadeleri bulunabilmektedir. Bagirsak
alt tipi lezyonlarinda tiimorlerin %7-34 ‘linde HER2(insan epidermal biiyiime faktorii
reseptor 2) asir1 ekspresyonu bildirilmistir (Gravalos ve Jimeno,2008). Gastrik
kanserde epidermal biiylime faktorii reseptor (EGFR) asir1 ekspresyonunun zayif
prognoz igin bir belirte¢ oldugu saptanmistir (Graziano ve dig., 2011). Vaskiler
endotelyal blytme faktori A (VEGFA) ve reseptorinin ifadesi gastrik kanser
vakalarinda %40 oraninda tespit edilmistir. Asir1 VEGFA ekspresyonu kétii prognoz
ve ilerlemis hastalikla iliskilidir (Yoshikawa ve dig.,2000). Her iki biytme faktori

boylece, gastrik kanserde belirte¢ olarak gosterilmistir.

Bagirsak alt tipi gastrik kanser, yiiksek risk tagiyan popiilasyonlarda en ¢ok
rastlanan gastrik kanser alt tipidir. Global capta gastrik kanser insidansinda gortinen
azalma sonucu, bagirsak alt tipi en sik rastlanan tip oldugu i¢in, gdzle goriiliir anlamda
diisiis mevcuttur (Henson ve dig.,2004). Gastrik kanserde diffiiz alt tip, bagirsak alt
tipine oranla daha agresif oldugu kabul gérmektedir (Piazuelo ve Correa, 2013). Diffiiz
alt tipi gastrik kanserin, E-cadherin (CDH1) ekspresyon kaybi ile kuvvetli iliski i¢inde
oldugu diislintilmektedir. Vakalarin biiylik bir kisminda hiicre adezyon proteini E-
cadherin’in ekspresyonunun kayboldugu tespit edilmistir. Gastrik kanser vakalarinin
yaklasik %25-40’inda heterozigot E-cadherin (CDH1)’de mutasyonlara meydana
geldigi tespit edilmistir (Barber ve dig., 2008).

Gastrik kanser risk faktorii fazla olan bir kanser tiiriidiir. Hastaligin gelisimini
etkileyebilecek cesitli gevresel, enfeksiyon ve konakciya baglh faktorler vardir. Gastrik
kanserde ilk sirada anilmasi gereken faktor H. pylori enfeksiyonudur. Kanserojen
olarak tanman ilk bakteri tiiriidiir (IARC,1994). H. pylori’nin distal gastrik kanser
olgularinin %77’sinden sorumlu oldugu diistiniilmektedir. Bagirsak alt tipi ve diffiiz
alt tipi ile iliskisi mevcuttur. Ancak gastrik kardiyada olusan karsinom ile iligkili
olmadig: diisiiniilmektedir (Helicobacter and Cancer Collaborative Group,2001). H.
pylori mukoza iligkili lenfoid dokuda (Malt lenfoma) olusan lenfomalarda etiyolojik
bir ajan olarak taninmaktadir (Wotherspoon, 1996).

P53 ekspresyon anormallikleri, enfeksiyona bagl kronik gastrik, metaplazi ve

displazide gozlemlenmistir. H. pylori ile P53 arasinda iliski oldugu diisiiniilmektedir
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ancak tam olarak aydinlatilmis degildir. Wild tip P53 proteinin hiicre apoptozunu
indiikleyebildigi ancak mutant formu hiicre i¢i birikimi, apoptozun inhibesi ve hiicre
cogalmasini tesvik ederek karsinogenezde rol aldigi kanmitlanmigtir. P53 asiri
ekspresyon durumlart genellikle mutant formlarda rastlanmaktadir. Wild tip p53
normal dokularda genellikle negatiftir ve yar1 omrii negatiftir. Yapilan ¢alismalarda
P53 ifadesinin kontrol gruplarinda negatif oldugunu, metaplazi 6rneklerinde %13,3 ve
gastrik karsinom Orneklerinde %43’iinde pozitif oldugu saptanmistir. H. pylori
enfeksiyonu ile iliski kuruldugunda enfeksiyon negatif grupta diisiik ekspresyon

seviyesi tespit edilmistir (Li ve dig.,2005).

Son olarak gastrik kanser insidansinin disiisiindeki biiyliik pay, hastaligi
Onlemeye yonelik stratejilerdir. H. pylori enfeksiyonun ortadan kaldirilmasi en 6nemli
strateji olmasinin yani sira, meyve ve sebze alimini arttirmak ve tuz tiiketimini

azaltmak gibi diyet degisiklikleri dnemli stratejilerdir (Gonzalez ve dig.,2003).

1.2 H. PYLORI

H. pylori gram negatif mikroaerofilik bir bakteridir. Gastrik epitelin lumen
yiizeyinde kolonize olmaktadir (Li ve dig.,2016). H. pylori karsinojen bakteri olarak
gosterilen ilk bakteridir (Kathleen ve dig.,2010). Hiicre i¢i sinyal yolaklarina miidahale
eden H. pylori gastrik kanser icin ana bir risk faktoridir (Noormohammad ve
dig.,2016).

Yakin zamanda bakteri genomu, patojenik mekanizmalari ortaya ¢ikarabilmek
icin tam sekanslamaya tabi tutuldu. Post genomik analizler H. pylori genomik
cesitliliginin ve patojenitesi lizerinde yeni ve ilging Ozellikleri ortaya c¢ikartmistir
(Ahmed, 2005).

1.2.1 H. Pylori’nin Tarihgesi

H. pylorinin ilk varh@ yiiz yili askin siire 6nce Italyan arastirmaci
Bizzozero nun yaptigi calismalarda gosterilmistir (Bizzozero, 1893). H. pylori varligt
saptanmis oldugu halde kiiltiiriinii elde etmek kolay olmamustir. 1983 yilinda
Avustralyali iki bilim adami tarafindan ilk kez insan gastrik dokusundan kiiltiire
edilmistir (Marshall ve Warren, 1983). H. pylori ilk saptandigi zamandan beri

morfolojik olarak Campylobacter ailesiyle olan benzerliginden dolay1, bu aile altinda
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adlandirnilmustir.  Kiltiir edilebildikten sonra anlasilmistir ki bu bakteri ile
Campylobacter ailesi arasinda ciddi molekiiler farklar mevcuttur. Bu farkin ortaya
¢ikmasi sonucunda giiniimiizdeki ad1 boylece tayin edilmistir (Goodwin ve dig.,1989).

H. pylori’yi ilk kez kiiltiir etmeye basaran Avustralyali arastirmacilar Marshall
ve Warren ayn1 zamanda bu bakterinin gastrit ve peptik {ilser hastaligindaki roliinii de
desifre etmistir (Marshall ve Warren,1983). Yapilan bu 6nemli kesifler sonucunda
Koralinska Enstitiisi Nobel Meclisi, gastrit ve peptik ilserlesmede H. pylori’nin
biiyiik rol oynadigini gésteren bilim adamlarini onurlandirmistir. 2005 yilinda Nobel
fizyoloji ve tip ddiiliine layik goriilmiislerdir.

Bir bakterinin gastrik ve peptik iilsere sebep olmasi fikri agiklandig1 giinlerde
kabul gormesi kolay olmamuistir. O dénemlerde peptik iilserin baslica sebepleri gunlik
stres ve yasam tarzi faktorleriydi. Marshall ve Warren yaptigi calisma sonucunda
Duodenal iilserde %90 ve gastrik iilserinde %80’inden H. pylori’nin sebep oldugunu
ortaya ¢ikartmislardir. Bu sonuclar1 kanitlamak i¢in Marshall goniillii olarak bakteri
tagimadigin1 gostermek i¢in mide biyopsisini aldirmistir. Akut gastrik hastaligina
sebep oldugunu gostermek i¢in bakteriyi kendine enfekte etmistir. Bu c¢aligma
Avustralya tip dergisinde yaymlanmistir (Marshall ve dig.,1985). iki hafta boyunca
gelisen hafif bir hastalik, bakterinin gastrite sebep oldugunu kanitlamistir.

H. pylori’nin patojen olarak anilmasinin yani sira bazi yararlari olabilecegi
ihtimali yapilan ¢alismalarla birkag¢ yildan beri artmistir (Richter ve dig.,1999). H.
pylori enfeksiyonun gastro-6zofagal reflii ve 6zofageal karsinoma karsi korudugu
onerilmektedir (Richter ve dig.,1999, De Martel ve dig.,2005).

Her yonden ele alindiginda H. pylori ¢ok daha yeni fark edilmis bir bakteri
olmasina ragmen bir¢ok etkiye sebep oldugu agiktir. Bir takim yararh etkilere sebep
oldugu son donemde ortaya ¢ikmasimin yani sira olusturdugu risk faktorleri de

bilinmektedir.

1.2.2 H. Pylori’nin Epidemiyolojisi

Giintimiizdeki insan niifusunun yaklasik %50’si H. pylori enfeksiyonuna
maruz kalmaktadir. Enfekte bireylerin yaklagik %?20’sinde klinik hastaliklar
gelismektedir (Honggian ve dig.,2016).



2011 yilinda yayinlanan bir makalede literatiir taramasi yapilarak H. pylori’nin
epidemiyolojisi, hakemli dergilerde yayinlanan calismalarla gézden gegirilmistir.
Genellikle tani i¢in kullanilan yontem seroloji testidir (Khean-lee ve dig.,2013).
Arastirmalar sonucu ¢ok kademeli bir 6rnekleme yontemi kullanilarak 3153 denek
iginde 2310 birey enfekte oldugu gézlemlenmistir. Endoskopi prosediriini kabul eden
hastalar arasinda ise 1022 denekten 733’niin enfekte oldugu tespit edilmistir (Li ve
dig.2010).

Kore’de yapilan biiyiik bir calismada 10000 kisi taranmis ve %50,8’inde H.
pylori enfeksiyonu saptanmistir (Nam ve dig.,2010). Vietnam’da enfeksiyon orani
%65,6 olarak tespit edilmistir (Tung ve dig.,2010). Tiirkiye’de yapilan bir ¢alismada
3301 kisi taranmustir. 2353 (%71,3) kisinin enfeksiyonu tasidig1 kaydedilmistir (Ozdil
ve dig.,2010). Tiirkiye’de yapilan ikinci bir ¢alismada ise 4600 kisi taranmis ve oran
%82,5 olarak tespit edilmistir (Ozaydin ve dig.,2013). Narenciye ve C vitamini
almiminin fazla oldugu bolgelerde enfeksiyon oraninin azalabilecegi Onerilmistir
(Leonardo ve dig.,2014).

H. pylori mide kanserinde kilit rol oynamaktadir. Mide kanseri tiim diinyada
insidansi ve mortalitesi yiiksek bir hastaliktir (Kathleen ve dig.,2010).

H. pylori bir gastroduodenal patojendir. Duodenal ve gastrik lser, nontlser
dispepsi, gastrik karsinom ve gastrik mukoza iligkili lenfoid doku (Malt) lenfomasina
da neden olabilmektedir (Stephen ve dig.,2014). Bunun yani sira, son kanitlar 1g1ginda
H. pylori’nin 6zofagus refliisii Amnon ve dig. (2010), barrett 6zofagusu Corley ve dig.
(2013), alerji, asttm Chen Y, Blaser MJ (2007) ve enflamatuar bagirsak
hastaliklarindan korudugu gézlemlenmistir (Luther ve dig.,2010).

1.2.3 H. Pylori VacA

H. pylori’nin kiltiir filtratindaki bir protein, kesfinden kisa siire sonra fark
edilmistir. Bu proteinin vakuoller olusturmaya neden olabilecegi bildirilmistir. Bu
etkiden sorumlu proteini, VacA olarak bilinen bir kromozomal gen tarafindan
kodlandig: tespit edilmistir (Cover ve Blaser,1992).

Epitel hiicrelerinde vakuol olugumunu indiiklemesi VacA’nin ilk bildirilen
etkisi olmustur. VacA adin1 ilk bildirilen etkisi olan, vakuolasyonu indiikleme

yeteneginden almaktadir (Leunk ve dig.,1988).



Bir toksin farkli hiicre tipleri {izerinde farkli etkiler gosterebilmektedir. VacA
ile yapilan calismalar sonucunda farkli hiicre tiplerinde farkli etkiler gosterdigi rapor
edilmistir (Cover ve Blanke, 2005). Ayrica VacA’nin vakuol olusturmanin yani sira
farkli etkilerde gosterdigi bulunmustur. VacA bdylece pore olusturan toksin olarak
adlandirilmasinin disinda gok fonksiyonel bir toksin olarak da bilinmektedir (Boquet
ve Ricci, 2012).

Normal insan mukozasinda primer epitel hiicrelerinde VacA toksininin
vakuolasyona neden olup olmadigi arastirilmistir. Bu calismalar sonucunda insan
gastrik epitel hicrelerinin H. pylori VacA sitotoksinine olduk¢a duyarli oldugu
gosterilmistir. Birgcok H. pylori susunun, cesitli Okaryotik hiicre tiplerinde
vakuolasyona neden olduguda gozlemlenmistir (Smoot ve dig., 1996, Harris ve dig.,
1996).

H. pylori VacA toksininin vakuol olusturmak haricinde ¢esitli etkileri
mevcuttur. VacA toksini mitokondriden sitokrom C salinimini indiiklemesi ile
apoptozun tetiklenmesine etkisi oldugu bilinmektedir (Galmiche ve dig. 2000). Diger
etkileri arasinda iire permeazi Tombola ve dig. (2001), T Gebert ve dig. (2003) ve B
lenfositlerinin aktivasyonun baskilanmas1 Torres ve dig. (2007), otofajinin
indiiklenmesi ve nekrozun tetiklenmesi bulunmaktadir (Radin ve dig., 2011,
Terebiznik ve dig., 2009).

Hiicre ylizeyiyle etkilesimde olan pekgok liganda benzer olarak VacA hiicreye
baglanmast MAP kinazlar gibi bircok sinyal yollagini aktive eder (Fujikava ve
dig.,2003). VacA toksinin vakuol olusturma yeteneginin disindaki iki en 6nemli
karakteristik 6zelligi apoptozu tetiklemesi ve T lenfositlerinin proliferasyonunun
baskilanmasidir. Bu iki 6zellik VacA’nin pore olusturma aktivitesine baglhdir
(Marianna ve dig.,2003).

H. pylori, diger bilinen bakteriyel toksinlerden, yapisal Ozellikleri ve
etkinlikleri 6nemli 6l¢iide farkli olan gozenek olusturma yetenegine sahip bir VacA
toksini salgilar (Christian ve dig.,2016). VacA toksini ilk salindiginda 140 kDa’lik
prekursor bir proteindir (Telford ve dig.,1994). 140 kDa’lik salgilanan proteinin
proteolotik prosesler sonucunda 88 kDa’lik aktif toksin bolgesi olugsmaktadir (Cover
ve Blanke,2005). 88 kDa’luk bolge disinda ise 12 kDa’lik peptit bolgesi Nguyen ve
dig. (2005) ve 33 kda’luk ototransporter B-barrel bolgesi bulunmaktadir (Telford ve



dig.,1994). 88 kDa’lik aktif toksin bolgesi iki alandan olustugu kabul edilmektedir. Bu
alanlar P33 ve P55 domainleridir (Torres ve dig.,2005). (Sekil 1.1)

VacA 140 kDa
sinval otomatik tasiyici
pel;tidi salgilanan VacA 88 kDa 12 kDa p-varil
- - ——
B. VacAp8s
p33 p55
i |
A/ / \
5 [ m
C A4
51 MEIQQTHRKINRPLVSLALVGALVSI........ TPQQSHA.AFFTTVII
52 MEIQQTHRKINRPIISLALVGVLMGTELGANTPNDPIHSESRAFFTTVII

A

D. 41 vkpsapRTTRVD (X),,QASEGITSSK(X), ASN. . . SVKLNGN
i2  FKDGANRTTRVN(X), KSSEKITSRE(X), VSSSNQSVDLYGK

Sekil 1.1: VacA 140 kDa’lik prekiirsdr protein (An Overview of Helicobacter pylori VacA
Toxin Biology Nora J. Foegeding, 2016).

Birgok bakteriyel toksin konakei hiicresine girerek, hiicre i¢i bdolgelerde
enzimatik bir aktivite uygulayarak degisikliklere neden olabilir. Konake1 hiicrelerin
plazma membraninda gozenekler olusturarak hareket edebilirler. VacA konakel
hicrelerinde herhangi bir enzimatik aktiviteye sahip oldugu bilinmemektedir.
Diizlemsel lipid bariyerlerinde anyon kanallar1 olusturma kapasitesine dayanarak
gozenek olusturucu bir toksin olarak siniflandirilmigtir (Czajkowsky ve dig.,1999).

VacA hiicre yizeyinde hem lipid sallarina hem de protein reseptorlerine
baglanir. Epitel hiicrelerde VacA’nin baglandigi ¢ok fazla reseptor tespit edilmistir.
Bu reseptorler, sphingomylin Gupta ve dig. (2008), glikosfingolipidler Roche ve dig.
(2008), receptor-benzeri protein tyrosine phosphatase alpha (RPTP- o)) Yahiro ve dig.
(2003), RPTP-B Yahiro ve dig. (2004), heperan silfat Utt ve dig. (2001), epidermal
biylme faktori reseptor (EGFR) Seto ve dig. (1998) ve diisiik yogunluklu lipoprotein
reseptord- ilgili protein -1 (LRP-1)’dir (Yahiro ve dig.,2012). T lenfosit hicresi
tizerindeki reseptorii ise B2 integrin (CD18)’dir (Sewald ve dig.2008).

Toksinin reseptore baglanmasi gergeklesip membrandan iceriye alindiktan
sonra sadece endozomal bolmeler ile iliski i¢inde degildir. Ayni1 zamanda mitokondri
Calore ve dig. (2010), golgi ve endoplazmik retikulum ile iligkisi oldugu gosterilmistir.
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Hiicrenin ylizeyine baglandiktan sonra, VacA plazma membran gegirgenligini arttirir
ve membranin depolarizasyonuna neden olmaktadir (Szabo ve dig.,2010).

VacA kaynakli vakuol olusumu endozom-lizozom yolagindan tiiretildigi
diistiniilmektedir. Vakuoller ATPaz aktivitesi ile birlesince, endosomal membranlarda
VacA anyon kanallarinin olugmasinin endozom bdlmelerinde ozmatik sisme ve
mikroskop ile gorulebilecek vakuollerin olusumuna yol a¢tigi onerilmistir (Ricci ve
dig.,1997).

Endositik slreclerde veya hicre ici trafikte VacA, epidermal blylime
faktorinin (EGF) hicre ici degredasyonunu inhibedilmesine, procathepsin D’nin
olgunlagmasinin inhibedilmesine, transferrin reseptor lokalizasyonun pertiirbasyonuna
ve antijen islevinin inhibasyonuna neden olmaktadir (Satin ve dig.,1997, Tan ve
dig.,2011). VacA’nin mitokondri ile iligkisi mitkondriyal membran potansiyelinin
azalmasina, BAX ve BAK’IN aktivasyonuna, sitokrom c salinimina ve mitokondriyal
fragmantasyona neden olabilmektedir (Yamasaki ve dig.,2006, Galmiche ve
dig.,2000, Willhite DR ve Blanke SR,2004).

Tim H. pylori suslar1 VacA geni icermektedir. Ancak VacA toksin aktivitesi
suslar arasinda farkliliklar gostermektedir (Ito ve dig.,1998). Suslar arasinda VacA
protein saliimi sevilerinde de farkliliklar mevcuttur (Cover ve Blaser,1992). VacA
dizilerinde ii¢ temel cesitlilik bolgesi tanimlanmistir. Bu bdlgeler, sinyal dizisi
bolgesi(s), ara bolge(i) ve orta (m) bolge’si olmak iizere ayrilir (Rhead ve dig.,2007).
VacA’nin s- bolgesi amino terminal sinyal dizisine ve toksinin amino ucuna karsilik
gelmektedir (Mark ve dig.,2001). i- bolgesi, VacA’nin p33 alani i¢inde bulunmaktadir.
M bélgesi, p55 alaninin bir boliimiine karsilik gelmektedir (Atherton ve dig.,1995).

Homolog rekombinasyon H. pylori’de sik goriilmektedir ve sonu¢ olarak
VacA allleri s-, i- ve m- bolgelerinin tiplerinin bircok kombinasyonunu
icerebilmektedir (Atherton ve dig.,1995). VacA’nin tip s1 formunun aksine tip s2
formlar1 memeli hiicrelerinde vakuolasyona neden olmaz. Tip s2 proteinlerde bir
hidrofilik 12 amino asit N-terimnal uzantis1 bulunur tip sl de bulunmamaktadir
(LETNEY ve Atherton,2000). (Sekil 1.2)

HeLa hiicrelerinde yapilan calismalar sonucu ml aleline sahip VacA’nin
aktivitesinin m2 forma sahip VacA toksinine gore daha fazla oldugu gosterilmistir
(Christian ve dig.,1998). Tip i1 VacA formu jurkar T hiicreleri ile yapilan deneylerde

i2 VacA formlarindan daha aktif oldugu gozlemlenmistir (Gonzalez ve dig.,2012).
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Sekil 1.2: VacA 88 kDa aktif toksin bélgesi. (Remodeling the host environment:
modulation of the gastric epithelium by the Helicobacter pylori vacuolating toxin (VacA):
Ik-Jung Kim ve Steven R. Blanke, 2012)

Epidemiyolojik calismalar H. pylori suslarinda bulunan VacA alleli formlari
ile gastroduodenal hastalik riski arasinda bir baglant1 oldugunu gostermistir. Ozellikle
mide kanseri ve peptik iilser riski tip s1, il veya m1 formlarini igeren suslarda tip s2,
i2 veya m2 iceren formlara gore daha yiksek oldugu belirtilmistir (Rhead ve
dig.,2007).

1.3 MikroRNA

MikroRNA’lar (miRNA) ilk olarak 1993 yilinda Caenorhabditis elegans’da
tespit edilmistir. Okaryotik canlilarin gogunda bulunmakta oldugu &grenilmistir (Lee
ve dig.,1993). 11k tespit edilen miRNA’lar lin-4 ve let-7°dir (Reinhart ve dig.,2000).
Bu miRNA’lar1 kodlayan genlerin homologlar1 insan dahil bircok hayvanda
bulundugu tanimlanmistir (Pasquinelli ve dig.,2000). Yaklasik 22 niikleotit igeren
miRNA’lar insan genomunun yaklasik %3’linli olusturdugu ve protein kodlayici
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genlerin %30’unu regiile ettigi tahmin edilmektedir (Rajewsky,2006). Gelisme,
cogalma, farklilasma ve apoptoz dahil, hiicredeki fizyolojik aktiviteler i¢in gereklidir
(Yazicioglu, 2016)
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Sekil 1.3: miRNA’larin olusum mekanizmasi ve RISC ile baglanmasi

(MicroRNA: implications for cancer: Sassen ve dig., 2008)

MiRNA’lar bir veya daha fazla kok ilmik yapisi iceren primer miRNA’lar
seklinde miRNA genlerinden kodlanirlar. Primer miRNA’lar (pri-miRNA)
ribonlikleaz enzim Drosha ile kok ilmik yapilart gikartilarak 70 niikleotitlik &nciil
miRNA’lara (pre-miRNA) donistiriiliirler. Pre-miRNA c¢ekirdekten sitoplazmaya
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gecmektedir. Sitoplazmada riboniikleaz Dicer tarafindan kesilerek yaklasik 22
nikleotitlik olgun mMiRNA haline gelmektedir. Olgun miRNA, RNA kaynakli
sessizlestirme kompleksine (RISC) baglanarak, hedef haberci RNA’nin
degredasyonuna veya protein translasyonuna engel olmaktadir (Sassen ve dig.,2008).
(Sekil 1.3)
1.3.1 miRNA ve Mide Kanseri

MiRNA’larin diizenleyici faaliyetlerinin insan hastaliklariyla, o6zellikle
kanserle iliskili olabilecegi tahmin edilmektedir. MiRNA’larin anormal ifadesi insan
tiimoriinde karsilasilmaktadir. Anormal ifade ile miRNA’larin karsenogenezde rol

aldig1 diistiniilmektedir (Calin ve Croce, 2006).
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Sekil 1.4: miRNA’larin apoptoz iistiinde aldigi roller (The role of microRNASs in

Helicobacter pylori pathogenesis and gastric carcinogenesis: Noto ve peek, 2011).

Hiicre proliferasyonunu, apoptozu ve istilayr etkileyen, Onko-miRNA ve
timor baskilayict miRNA’larin ifadesi degiserek mide karsinogenezise katkida

bulunabilir (Hideyuki ve dig., 2014) (Sekil 1.4).



Onko-miRNA’lar ve tiimor baskilayict miRNA’lar mide kanseri

progresyonunda 6nemli rol oynamaktadir (Hao ve dig.,2017).

Mide kanserinde, ¢aligmasi yapilan miRNA’larin ifadesi belirlenmistir. Onko-
miRNA’larin mide kanserinde asir1 ekspresyonu ve tiimor baskilayict miRNA’larin
ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir. Mide kanserinde miRNA’larin rollerinin iyi
anlagilmasi1 tiimor gelisim mekanizmalarina dair yeni anlayiglar ortaya koyabilir

(Hideyuki ve dig., 2014). (Cizelge 1.1)

Cizelge 1.1: Mide kanserinde miRNA'lari g6zlemlenen ekspresyonu

MiRNA’lar

Ekspresyon seviyesi artanlar:

let-7a, miR-9, -10a, -10b, -17, -17-5p, -18a, -18b, -19a, -19b, -20a, -20b, -21, -23a, -23b
miR-25, -26b, -27, -29b-1, -30b, -31, -34a, -34b, -34c, -92, -98, -99a, -100, -103, -106a
miR-106b, -107, -125b, -126, -128a, -130b, -138, -142-3p, -146a, -147, -150, -151-5p
miR-155, 1814, -181a-2, -181b, -181c, -185, -191, -192, -194, -1964a, -196b, -199a
miR-199a-3p, -200b, -210, -214, -215, -221, -222, -223, -296-5p

miR-301a, -302f, -337-3p, -340, -370, -421, -520c-3p, -575, -601, -616, -658, -1259
Ekspresyon seviyesi azalanlar:

let-7a, -7f, miR-7, -9, -22, -29c, -30a-5p, -31, -34a, -34b, -34c

miR-101, -126, -128b, -129, -129-2, -129-3p, -130b, -133b, -135a, -137, -141, -145
miR-146a, -148, -148b, -149, -152, -155, -181b, -181c, -182, -193b, -195, -195-5p, -197
miR-200, -204, -206, -210, -212, -218, -219-2-3p, -302b, -331-3p, -375

miR-378, -408-3p, -429, -433, -486, -495, -551a, -574-3p, -610, -622, -638, -663, -874

1.3.2 MiR-29A ve Mide Kanseri

MiR-29A’nin ¢esitli hastaliklarda karmasik fonksiyonlara sahip oldugu ileri
strilmektedir. Hem akciger hem de pankreatik kanser hiicre hatlarinda bir tiimor
baskilayici olarak davranabilecegini ve bu nedenle, miR-29a’nin over ekspresyonu bu
hiicre hatlarinda invaziv potansiyeli ve proliferasyonunda 6nemli azalmaya neden

oldugu diistintilmektedir (Muniyappa ve dig.,2009).
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MiR-29a’nin tiimor siipresor roli néroblastoma, sarkoma ve beyin timorleri
de dahil olmak iizere tiimor g¢esitliliginde gozlemlenen down regiilasyon ile
desteklenmektedir (Xu ve dig.,2009). Tiimor baskiliyici roliine zit olarak insan B-
hicresi kronik lenfosittik 16semisinde (B-CLL) Santanam ve dig. (2010) ve akut
miyeloid 16semide (AML) upregiile edilmistir (Han ve dig.,2010). Boylelikle olas1 bir

timor tesvik edici rolii oldugu da dnerilmektedir.

Kiiciik hiicre dist akciger kanserinde, (KHDAK) miR-29a’nin ekspresyonu,
fonksiyonu ve altinda yatan molekiiler mekanizmalar arastirilmistir. Yapilan
calismada CDC42, mir-29a’nin dogrudan hedef geni olarak tanimlanmistir. MiR-
29a’nin CDC42’yi hedefleyerek KHDAK’da bir tiimér baskilayici olarak islev
gordiigii gosterilmistir. MiR-29a’nin down regiilasyonu ters etkilere neden olmaktadir

(Yonggiang ve dig.,2017).

MiR-29a’nin gastrik kanser Orneklerinin, saglikli 6rneklere gore anlamli
derecede down regule oldugu yapilan calismalarla gosterilmektedir. Mide kanseri
hiicrelerinin proliferasyonunu ve istilasint miR-29A’nin normal ifadesinde onemli
Olciide inhibe ettigi tespit edilmistir. Down regiilasyonu sonucunda tiimdr olusumu
tetiklendigi ortaya konmustur. Mide kanserinde yapilan c¢alismada mir-29a’nin
vaskiiler endotelyal biiylime faktori A’yr (VEGF-A) hedefleyerek baskiladigi
gozlemlenmistir. VEGF-A anjiogenezis, timor ¢ogalmasi ve metastazinda anahtar
diizenleyicisidir. Bu bulgu 1s1ginda gastrik kanserdeki tiimor baskilayict rolii ortaya
cikartildig disiiniilmektedir (Ling ve dig.,2014).

Yeni tanimlanan ve karakterize edilen p42.3 geni, hiicre proliferasyonu ve
timore Ozdesligi ile iliskilidir. P42.3 insan mide kanseri i¢in up regule oldugu
saptanmistir. MiRNA’larin bircok hiicresel siirecte hayati diizenleyici rol oynadigi
bilinmektedir. Yapilan calismalarda p42.3 geni ile diizenleyici iliskiye sahip
miRNA’lar tespit edilmeye ¢alisildi. MiR-29a’nin, 3°’UTR’ye direkt olarak
baglanmasiyla hem mRNA hem protein seviyelerindeki p42.3 ekspresyonunu
baskilayabilecegi gozlemlenmistir. MIR-29A’nin diger bir hedef geninin p42.3 oldugu
tespit edilmistir. Mide kanseri hiicre hatlar1 ve doku 6rneklerinde 6zellikle miR-29a ve
p42.3 ekspresyonu arasinda ters bir iligki gézlemlenmistir (Yun ve dig.,2011). MiR-

29A’nin mide kanserinde onemli 6lgiide down regiile oldugu bildirilmistir. MiR-
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29A’nin down regiilasyonu p42.3’iin ekspresyonunda artisa neden olarak hiicre
dongiisii  progresyonunu ve proliferasyonunu tesfik etmektedir (Jennifer ve
Richard,2011). (Sekil 1.5)

mriR- 1060

18 +* |

M= T
miR-222

J_ / Y.‘Rj:u o
EORATS) mifR-331-3p CCOKZ— @ [57)
MR- 10T .."\ l T

riE=-239
mrif=T29 E
@ = rriFe- 1068

Sekil 1.5: Mir-29a’nin hedef geni p42.3’lin semasi1 (The role of microRNAs in

Helicobacter pylori pathogenesis and gastric carcinogenesis: Noto ve peek, 2011).

1.3.3 MiR-200A ve Mide Kanseri

Mir-200a, mir-200 ailesine dahil olan 5 miRNA’dan birtanesidir. MiR-200
ailesi miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 ve miR-429 miRNA’larmi
kapsamaktadir. MiR-200 ailesinin kanserli 6rneklerin normal 6rneklerle kiyaslanmasi
sonucunda anlamli derecede down regiile oldugu goriilmiistiir. Gastrik kanserinde,

kanserli 6rneklerin down regiile oldugu gézlemlenmistir (Chang ve dig.,2015).

Mir-200a’nin birgok kanser drneklerinde down regiile oldugu bildirilmistir.
Ancak farkli kanser drneklerinde up regiilasyonu dikkat ¢ekiyordu. Dokuya 6zgii

roliiniin degistigi disiiniilmektedir (Chen ve dig.,2013). Gastrik adenokarsinoma
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orneklerinde down regiile oldugu ancak 6zofagus adenokarsinoma orneklerinde up

regiile oldugu rapor edilmistir (Li ve dig.,2010, Hu ve dig.,2010).

Bazi galigsmalardaki bulgular mide kanseri dokularinda miR-200a’nin up regiile
oldugunu ve erkek hastalarda oranin daha yiiksek oldugundan bahsedilmisti (Zhaofeng
ve dig.,2015). Mide kanserinde miR-200a’nin over eksprese edildigi saptanmistir
(Jennifer ve Richard,2011). H. pylori enfekte dokularda miR-200a ekspresyon

seviyesinde anlamli olarak azalma oldugu tespit edilmistir (Diogo ve dig.,2015).

MiR-200a’nin, B-katenin ile etkileserek Wnt / -katenin sinyalini bastirdigini
ve boylece migrasyonu, istilayr ve proliferasyonu inhibe ettigini bulunmustur.
Potansiyel miR-200a hedef genleri ZEB1 ve ZEB2'nin ekspresyonu

immunohistokimyasal analizlerle tespit edilmistir ve miR-200a ve ZEB1 / ZEB2

ifadeleri ters iligkili oldugu saptanmigtir

E-Cadherin

XK X
NN
it

i

zeg1/2 ) F— i
miR-200a

Sekil 1.6: MiR-200a ekspresyonu sonucunda E-cadherin iizerindeki baskilanma

(MicroRNA-200a suppresses the Wnt/B-catenin signaling pathway by interacting with B-catenin: Juan
Su ve dig., 2012).

. ZEB1 ve ZEB2’nin epitelyal mezenkimal gecis (EMT) siirecine dahil oldugu

gosterilmistir. MiR-200a’nin bir tlimor baskilayici faktor olarak hareket ettigini, EMT
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ve timor biliylimesini inhibe ettigi saptanmistir. ZEB1 ve ZEB2’nin ¢ekirdeklerde
eksprese edildigi immiinofloresan boyama ile saptanmistir. MiR-200a’nin
ekspresyonu sonucunda ZEB1/ZEB2’nin azaldigi ortaya cikartilmistir (Sekil 1.6).
Ayn1 zamanda Wnt/ B-katenin sinyal yolaginin aktivitesini diizenleyen miR-200a'nin
yeniden ekspresyonu, sitomembranda E-kadherin’in up regiilasyonu ve N-kadherin’in
down regiilasyonu ile EMT’yi inhibe ettigi ve p-katenin yerini cekirdekten
sitoplazmaya kaydirdig1 gézlemlenmistir. E-kadherin azaltildiginda veya silindiginde
B-katenin, katenin / kadherin komplekslerinden salimidigini ve ¢ekirdege
translokasyona tabi tutuldugu ve Wnt / B-katenin sinyal yolunu harekete gecirdigi
gbzlemlenmistir. E-cadherin tizerindeki etkileri yoluyla bir tiimdr baskilayici olarak

gorev yaparak Wnt / B-katenin yolunu bastirmaktadir (Cong ve dig.,2013).

1.3.4 MiR-223 ve Mide Kanseri

Mide Kkanserinde yapilan ¢alismalar sonucunda miR-223’{in yalnizca
metastatik kanser hiicrelerinde over eksprese edildigi saptanmistir. Metastatik
olmayan gastrik kanser hiicrelerinde istilay1 ve migrasyonu tetikledigi tespit edilmistir.
MiR-223, transkripsiyon faktorii Twist tarafindan indiiklenmektedir. MiR-223,
PB41L3 ekspresyonunu 3'-gevrilmemis bolgelerini hedefleyerek post transkripsiyonel
olarak down regule eder (Li ve dig.,2011).

FBXW?7 / hCDC4, bir tiimor baskilayicidir (Akhoondi ve dig.,2007). Yapilan
calismalar sonucunda miR-223’{in post transkripsiyon olarak FBXW?7 / hCdc4’iin
ekspresyonunu down regiile ettigi tespit edilmistir. MiR-223 hicresel apoptozu,

proliferasyonu ve isgali kontrol ettigi de gosterilmistir (Li ve dig.,2012).

MiR-223 over ekspresyon kosullarinda NLRP3 proteininin birikmesini ve IL-
1B iretimini engellemektedir (Haneklaus ve dig.,2012). (Sekil 1.7) MiR-223’{in
karmasik bir mekanizmasi mevcuttur. MiR-223"{in IL-6, IL-8, IL-12 ve TNF-a iceren
enflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu inhibe ettigi gibi CD40, CD68, CD80 ve
CD163'in ekspresyonunu diisiirdiigii saptanmistir. MiR-223 IRAK-1, NF-xB ve
MAPK proteinlerini down regiile ettigi tespit edilmistir (Wang ve dig.,2016).
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H. pylori enfeksiyonu miR-223"iin ifadesin arttirdig1 tespit edilmistir. Artan
ifadesi sonucunda hiicre ¢cogalmasini ve gogii tetikleyerek gastrik kanser gelisiminde

onemli rol oynadig: bildirilmistir (Ma ve dig.,2014).

mikrogliada indiiklenen
inflamasyon

Sekil 1.7: miR-223 down regiilasyonunu (HIV-1 Tat primes and activates microglial NLRP3

inflammasome-mediated neuroinflammation: Ernest ve dig., 2017).
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2. AMAC

H. pylori mide epitelinin Iimen ylzeyinde kolonize olan bir gram negatif
bakteri oldugu bilinmektedir (Li ve dig., 2016) H. pylori mide kanseri igin ana risk
faktoriidiir (Noormohammad ve dig., 2016).

H. pylori vakuol olusturma kabiliyetine sahip bir gene sahiptir. VacA adindaki
bu gen toksisitesi oldukea yiiksek oldugu bilinmektedir. Hiicresel yolaklarda bir¢ok
etkiye sahiptir. Vakuol olusturma kabiliyeti haricindeki etkilerden en Onemlisi,
mitokondriden sitokrom C salinimini indiiklemesi ile apoptozu tetiklemesidir
(Galmiche ve dig., 2000).

Insan genomunun %3’iinii olusturan miRNA’larin  anormal ifadesi
karsinogenezi tetikledigi bilinmektedir (Calin ve Croce,2006). Mide kanserinde
calisilan miRNA’larinda anormal ifadeler gozlemlendigi bildirilmistir (Hideyuki ve
dig., 2014). Mide kanserinde yapilan ¢alismalar sonucunda H. pylori enfeksiyonun ve
farkli VacA genotiplerinin miRNA’larin ifadelerini ettileyebilecegi goriilmiistiir

(Diogo ve dig., 2015).

Bu zamana kadar H. pylori enfekte kanserli mide dokularinda farkli VacA
genotiplerinde, mir-29a, mir-223 ve mir-200a miRNA’larinin ifade degisimlerinin
analizine yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir Bu ¢alismada H. pylori VacA
genotiplerinin mir-29a, mir-223 ve mir-200a miRNA’larinin ekspresyon seviyesine
bakilarak analizi yapilmasi hedeflenmistir. H. pylori enfekte altt mide kanseri 6rnegi
ile H. pylori negatif AGS hiicre hattinin ekspresyon seviyeleri kiyaslanmistir. AGS
hiicre hattindaki miRNA ifadesine gore H. pylori enfekte dokular arasindaki ifade
farkliliklari aragtirilmistir. H. pylori VacA’nin farkli genotiplerinin bu ¢alismaya dahil

edilen miRNA’larin ekspresyon seviyelerindeki etki gosterilmeye ¢aligiimistir.
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3.MATERYAL

3.1 Calismada Kullamlan Mide Kanseri Ornekleri

Bu ¢aligmaya T.C. Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesinde mide kanser
teshisi konup mide ameliyati geciren alt1 hastanin tiimor dokusu dahil edilmistir. T.C.
Istanbul Universitesi Tip Fakiiltesi kilinik arastirmalar etik kurulunun 3.9.14 tarihli
1362 sayihi etik kurulu izni ile mide doku 6rnekleri toplanmistir. Bu ¢alismaya dahil
edilen alt1 tiimor doku 6rnegi, NPO HIPEC sorumlulugunda 2016-2017 yillar1 arasinda
TC. Istanbul Egitim ve Arastirma Hastanesinde mide kanser teihisi konup, mide

ameliyat1 geciren hasatalardan temin edilmistir.

Calismaya dahil edilen mide kanseri doku érneklerinden DNA izolasyonu igin
kullanilacak olanlar absolut etanol, RNA izolasyonu i¢in kullanilacaklar ise RNA later
soliisyonu igeren tiiplere aktarildi. Mide dokularin1 muhafaza etmek icin -196°C sivi

nitrojende saklandi.

3.2 Kimyasallar

Kimyasallar Kullanim Alam
> RNA later (Ambion) > RNA izolasyonu i¢in dokularmn
saklanmasi.
> Absolute ethanol (Sigma-Aldrich) > Genel
> 2-merkaptoethanol (Merck) > RNA izolasyonu
> Molecular Biology Grade ethanol » Genel
>99.8 (Sigma-Aldrich)
> Agarose (Sigma-Aldrich) > Elektroforez
> EtBr (Thermo Fisher) > Elektroforez
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> Gene Ruler 50bp, 100bp, 1kb DNA > Elektroforez
ladder (Thermo Fisher)

> Tris (Sigma-Aldrich) > Elektroforez
> Edta (Sigma-Aldrich) > Elektroforez
> Borik asit (Sigma-Aldrich) > Elektroforez
> 6x Jel Loading Dye (BIOLABS) > Elektroforez
> DMEM F12 (Thermo Fisher) > Hucre kaltard
> Penicilin Streptomicin (Thermo Fisher) > Hucre kaltard
> FBS (Fetal Bovine Serum) (Thermo > Hucre kalturd
Fisher)
> PBS (Phosphate Buffer Saline) » Hucre klturd
(GIBCO)
> DMSO (Dimethyl Sulfoxide) (Sigma- > Hucre klturd
Aldrich)

3.3 Kullanilan 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)

% Tag DNA Polymerase, recombinant (5 U/uL) (Thermo-Fisher) (Katalog numarasi:
10342-053)

v SensiFAST SYBR® No-ROX Kit (Bioline) (Katalog numarasi: BIO-98005)

% MystiCqg microRNA SYBR Green gPCR ReadyMix (2X) (Sigma-Aldrich)

(Katalog numarasi: MIRRMO03)

3.4 Cihazlar

+ Finnpipette™ F2 Variable Volume Single-Channel Pipettes (Thermo Fisher)
% MD592 Siiper Mikrodalga (Argelik)

¢ Elektroforez Gii¢ Kaynagi EC250-90 (Thermo Fisher)

+¢ Elektroforez Tanki (Claver)

+¢ -80 Buzdolab1 (Haier-Biomedikal)

¢+ Hassas Terazi (Precisa XB220A)
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+¢ Distile Su Cihaz1 Smart 2Pure (Thermo Fisher)
¢ Dik Tip Otoklav (BES)

++ Mini Spin Plus (Eppendorf)

¢ Manyetik Karistirict MR3001K (Heidolph)
¢+ Thermal cycler T100 PCR (BioRad)

¢+ CFX Connect Real-Time System (BioRad)
+* Minisipin (Four E’S Scientific)

¢ MultiSkan GO pDrop (Thermo Fisher)

¢ Homojenizat6r (Retsch MM400)

+¢ Laminar Flow (Faster SafeFast Classic)

+ Dri-block DB-2D (Techne)

¢ AF 80 Buz Cihazi (Scotsman)

+ Universal 320 R Santriftij Cihaz1 (Hettich)
¢ Vorteks (Heidolph Reax top)

++ Su banyosu WNB 14 (Memmert)

% Inkiibaktor inco 2 (Memmert)

¢+ Azot Tanki (Thermo Fisher)

< PH Metre Table top (isolab)

% Etiiv FN 500 (NUVE)

¢ Jel goriintiileme cihazt GEN-BOX-imagER CFx (ER Biyotek)
% AXIO invert Vert.A1 mikroskop (Zeiss)

% CK40 151k mikroskobu (Olimpus)

+ Pipet Filler (Thermo Fisher)

¢+ SafeVac Vacuum Aspirator (SCILOGEX)

3.5 Sarf Malzemeler

% Filtreli uc (10pl, 120ul1,200u1 1000pl) (isolab)
< Pipet ucu (10ul, 200ul, 1000ul) (isolab)
< Eppendorf (0.5ml, 1.5ml, 2.0ml)
% PCR tipu (0.2ml)
«» Cryo tip (2ml) (Greiner Bio-one)
% Rack (Isolab)
«+  Steril bisturi ug (Braun)
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X/

Platemax® UltraClear Sealing Film (Axygen)
PCR ® Microplate (Axygen)

Parafilm (BEMIS)

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

250ml Erlen (Isolab)

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

Flask (25cm2,75cm2) Corning (Sigma-Aldrich)
Corning Dish (150cm2) (Sigma-Aldrich)

Cam pastor pipet (Marienfeld)

Corning® Costar® Stripette® serological pipettes 5ml-10ml-25ml-50ml (Sigma-
Aldrich)

Beher (Isolab)

Eldiven (Beybi)

Corning® 150mL Vacuum Filter (Sigma-Aldrich)
Thoma lam1 (Marienfeld)

3.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Bilesenleri

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

MgCl2 25mM (Thermo Fisher Scientific)

dNTP karigimi, her biri 20mM (Thermo Fisher Scientific)

10X (NHa)2 SO4’lii Tag Tampon: 750mM Tris-HCI (pH 8.8)

200mM (NH4)2 SO4

0,1% (v/v) Tween 20

(Thermo Fisher Scientific)
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3.7 Elektroforez

Elektroforezde kullanilan jeller 0,5X TBE ile %2 agaroz ile hazirlandi. Cizelge

3.1 de TBE hazirlanmasi ve ¢izelge 3.2 agaroz jel hazirlama kosullar1 verilmistir.

Cizelge 3.1: 5x TBE Hazirlama

Reaktifler Hacim
0,5M EDTA (ph=8) 25 mM
Tris-Baz 1.1M
Borik asit 900mM
PH 8.3
6X DNA Jel ytlikleme boyast:

Etidyum Bromdir (EtBr):

GeneRuler™ 100b¢ DNA Ladder :

23

Cizelge 3.2: Agaroz jel hazirlama

%2’lik jel
Agaroz 1g
TBE 50 ml

10mM Tris-HCI (pH 7,6)

0.03% Bromfenol mavisi

0.03% Ksilen siyanol FF

60% gliserin

60mM EDTA

(Thermo Fisher Scientific)

10 mg/ml.

1X DNA Ladder

1X Yiikleme Boyasi

4X Deiyonize Su




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

3.8 AGS Hiicre Hatti icin Besiyeri Bilesenleri

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

hatt1 kontrol amagh kullanilmistir.

AGS hicre hatti i¢in kullanilan besiyeri kosullar1 ¢izelge 2.3 ve dondurma

medyumu ¢izelge 2.4’de gosterilmistir.

Her hazirlanan besiyeri asamasinda tiim bilesenler 0.22um por iceren

filtreden gegirildi.

Cizelge 3.3: AGS hiicre hatti besiyeri Cizelge 3.4: Dondurma medyumu
AGS  hiicre hatti icin dondurma
AGS hiicre hatt1 i¢in besiyeri hazirlama medyumu hazirlama
DMEM/F12 %89 DMEM/F12 %50
FBS %10 FBS %40
Penicilin Streptomicin %1 DMSO %10

3.9 PZR primerleri

H. pylori VacA allellerinin belirlenmesi i¢in ¢izelge 2.5’de gosterilen

primerler kullanilmistir.

Primerler 100 uM stok halinde alindi. Kullanim i¢in stoktan 10 pM’a diliie

edildi. Primerleri uzun sure saklamak i¢in -20°C’de muhafaza edildi.
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Cizelge 3.5: PZR primer dizileri

PRIMER Dizi (5°-3’) PZR URUN BOYUTU
VAILF-VAIR 5’ATGGAAATACAACAAACACAC 3’ S1: 259 bp
5’CTGCTTGAATGCGCCAAAC 3’ S2:286 bp
VA3F-VA3R 5’ GCTCAAAATGCGGTCATGG3’ M1:290 bp
5’ CCATTGGTACCTGTAGAAAC 3’
VA4F-VA4R 5’ GGAGCCCCAGGAAACATTG 3’ M2:352-400 bp
5’ CATAACTAGCGCCTTGCAC 3’
VACF1-C1R 5’ GTTGGGATTGGGGGAATGCCG 3’ i1:426
5’ TTAATTTAACGCTGTTTGAAG 3’
VACF1-C2R 5’ GTTGGGATTGGGGGAATGCCG 3’ 12:432

5’GATCAACGCTCTGATTTGA 3°

3.10 Gercek Zamanh Kantitatif PZR Primerleri

RT-PCR igin MystiCq® microRNA gPCR Assay Primerleri kullanilmistir.

Primer dizileri gizelge 2.6’da gosterilmistir. Her bir ileri primer i¢in poli A kuyrugu

iceren MystiCq Universal PCR Primer (10 uM) geri primer olarak kullanildi.

Cizelge 3.6: RT-PCR primerler

Tleri Primer dizileri

Primerler

miR-200a-3p | UAACACUGUCUGGUAACGAUGU

miR-29a-3p | UAGCACCAUCUGAAAUCGGUUA

miR-223-5p | CGUGUAUUUGACAAGCUGAGUU

RNU6-1 GUGCUCGCUUCGGCAGCACAUAUACUAAAAUUGGAACGAUA
CAGAGAAGAUUAGCAUGGCCCCUGCGCAAGGAUGACACGCA
AAUUCGUGAAGCGUUCCAUAUUUU
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4. YONTEM

4.1 Mide Kanseri Dokularindan Bakteri Genomik DNA izolasyonu

Mide kanseri dokularindan, H. pylori enfeksiyon tespiti ve VVacA genotipinin
belirlenmesi i¢in kullanilacak DNA ornekleri PureLink™ Genomic DNA Mini Kit ile
izole edilmistir. DNA izolasyonu sonrasinda pDrop ile saflig1 ve konsantrasyonu tespit
edildi. DNA konsantrasyonu Abs260*50*(10/0.52) formuliyle belirlendi. DNA
saflig1 ise A260/A280 oraniyla tespit edildi. A260/A280 orami 1.8; saf DNA’yi,
A260/A280> 1.8; RNA Kkontaminasyonunu, A260/A280 <1.8; protein

kontaminasyonunu gostermektedir.

4.2 Mide kanseri dokusundan RNA izolasyonu

Mide kanseri dokularindan ve AGS hiicre hattindan cDNA sentezi yapabilmek
icin RNA izolasyonu yapilmigtir. RNA izolasyonu i¢in NucleoSpin® RNA Kiti
kullanilmistir. RNA izolasyonu sonrasinda pDrop ile saflig1 ve konsantrasyonu tespit
edildi. RNA konsantrasyonu A260*40*(10/0,52) formuliyle belirlendi. RNA saflig1
ise A260/A280 oraniyla tespit edildi. A260/A280 oraninin 1,8-2,1 arasinda olmasi
RNA’nin saf oldugunu gostermektedir. RNA konsantrasyonlar1 c¢izelge 4.1°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.1: Izole edilen RNA konsantrasyonlari

RNA 6rnegi Konsantrasyon
AGS Hiuicre Hatt 650 ng/ul
T1 Doku Ornegi 653,9 ng/pl
T2 Doku Ornegi 97,54 ng/ul
T3 Doku Ornegi 206,8 ng/pl
T4 Doku Ornegi 111 ng/pl
T5 Doku Ornegi 365 ng/ul
T6 Doku Ornegi 532 ng/ul
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4.3 Total RNA’dan cDNA sentezi

Total RNA’dan cDNA sentezi yapmak icin MystiCq™ microRNA cDNA
Synthesis Mix kullanildi. Bu asamada yiiksek konsantrasyonlu RNA 6rnekleri 1 ng’a
diisiik konsantrasyona sahip RNA 6rnekleri 500-400 ng’a sabitlendi. Kullanilan kit iki

asamada ger¢eklesmektedir.

1. cDNA sentez bilesenleri kisaca santrifilj yapildu.

2. Cizelge 3.1°de bulunan reaktifler 0,2 ml’lik PZR tiiplerine konuldu.

3. Tiipler kisaca vortekslendi.

4, 37°C “de 60 saniye, 70°C’de 5 dakika inkiibe edildi.

Cizelge 4.2: Poli (A) kuyruk ekleme reaktifleri

Reaktif Hacim
Poly (A) Tailing Buffer (5x) 2 ul
RNA MIiKTARI 1-5 pl (0,4 pg-1 pg)

Nuclease-free-water

1-6 pl

Poly(A) Polymerase

1l

Total Hacim

10 pl

5. Tiiplere kisaca spin atilarak buza konuldu.

6. Cizelge 1.2°deki reaktifler eklendi.

7. Kisaca spin atilarak 42°C ‘de 20dk, 85°C’de 5dk inkiibe edildi.

Cizelge 4.3: cDNA sentez reaktifleri

Reaktif Hacim
MystiCg microRNA cDNA Reaction | 9ul
Mix

ReadyScript Reverse Transcriptase 1ul
Total Hacim 20ul
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4.4 PZR ile VacA Allellerinin Saptanmasi

PZR, sentetik oligoniikleotid dizileri yardimiyla spesifik DNA dizilerinin
cogaltilmasi islemidir. Cogaltilacak DNA bolgesine gore PZR protokiilii ve bilesenleri
degisiklik gostermektedir. Denatiirasyon islemi ile DNAnin ¢ift zincirli yapist yiiksek
1s1 ile birbrinden ayrilmaktadir. Baglanma asamasinda daha diisiik 1silarda
oligontikleotid primerlerin tek zincirli DNA iizerinde esleniklerine baglanmasi
gerceklesir. Son asamada 1s1 72°C’ye kadar ¢ikartilarak DNA polimeraz aktivasyonu
saglanir. Bu agsamanin siiresi amplifiye edilecek DNA boyutuna gore degisiklik
gostermektedir. Bu basamaklar olusturalacak iirline bagli olarak 25 ile 40 tekrar
seklinde uygulanir. Her bir tekrar sirasinda teorik olarak DNA miktar1 iki katina
cikmaktadir (TUrk Biyoinformatik Grubu, 2007). Mide kanseri dokusundan izole
edilen DNA’larda VacA varligin1 ve allellerini saptamak i¢cin PZR yapildi. PZR
reaksiyonu reaktifleri cizelge 4.4 ve PZR kosullar ¢izelge 4.5’te verilmistir.

Cizelge 4.4: PZR REAKSIYONLARI

REAKSIYON Stok Kullanilan miktar Cahisma
BILESENLERI konsantrasyon konsantrasyonu
Tampon 10X 2,5ul 1X

dNTP 10 mM 0,5ul 0,2 mM

MgCl; 25 mM 2.5ul 2.5mM

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

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

Taq polimeraz (5U) 5 U/ul 0,25ul 1.25U

DNA 100-400ng/ul 1 ul (200-400ng/ul)

Toplam hacim - 25ul
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Cizelge 4.5: PZR kosullar1

i1k denatiirasyon 95°C | 2dk
Denattirasyon 95°C | 30sn
Baglanma 559C | 30sn | (35
Dongu)
Uzama 72°C | 1dk
Son uzama 72°C | 5dk

VacA s- bolgesi allellini belirlemek amaciyla VAIF ve VAIR primer cifti
kullanild1. M- bélgesi allel m-licin VA3F ve VA3R primer cifti, allel m-2 icin VA4F
ve VA4R primer cifti kullanilds. I- bélgesi icin VACF1 ve C1R veya C2R primer cifti
kullanilda.

4.5 AGS Hucre Kultura

Yeditepe Universitesi’nden AGS hiicre hatt1 dondurulmus sekilde aliarak s1vi
azot iginde tasindi. Onceden 37 °C ‘ye ayarlanmis su banyosunda hiicre hatti
¢oOzdiiriildii. Coziinen AGS hiicre hatt1 5 ml complete medyum igeren falcona aktarild.
Complete medyum; %10 FBS (Fetal Bovine Serum), %1 Penicilin Streptomycin ve
DMEM/F12 medyum ile hazirlandi. Dondurma medyumunu uzaklagtirmak igin 5
dakika 1000 rcf +4 °C’de santrifiij edildi. Pelleti kaldirmadan siipernatant
uzaklastirildi. Pelet 8 ml DMEM/F12 complete medyumu ile ¢6zdirildi. 8 adet 75
cm?‘lik flasklara 14 ml complete medyum eklendi. Her bir flaska 1 ml AGS hiicre
hattinin ekimi yapildu.

2 veya 3 giinde bir pasaj yapildi. Pasaj yapilirken dncelikle flasktan medyum
uzaklastirildi. 5 ml PBS (Phosphate Buffered Saline) ile iki defa yikama yapildi. 2 ml
Tripsin eklendi ve S5dakika karbondioksitli inkiibatérde 37°C’de inkiibe edilerek
hiicrelerin yiizeyden kalkmasi saglandi. Flask yizeyinden kalkan htcreleri 5 ml
complete medyum ile toplanarak 15 ml’lik falkona aktarildi. Oda sicakliginda 5 dakika
300 rct’de santrifiij yapildi. Peleti bozmadan siipernatant uzaklastirildi. 8 ml complete
medyum ile pelet ¢ozdirildii. 75 cm?“lik flasklara 1:8 oraninda ekim yapildi.

Her yapilan pasaj isleminde yaklasik 5 milyon hiicre 1 ml’lik dondurma

medyumu ile donduruldu. Dondurma medyumu; %50 DMEM/F12, %40 FBS ve %10
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DMSO ile hazirlandi. Medyumlar hazirlanirken filtreden gecirildi. AGS hiicre hatt1

miRNA ekspresyon analizleri i¢in kullanildi.

4.6 RT-PCR ile miRNA Ekspresyon analizi

Gergek zamanli PZR, giivenli kantitatif bir yontemdir. PZR {irtinii ile floresans
yogunlugunu iligskilendiren g¢esitli problar kullanilmaktadir. RT-PZR dort faza
ayrilmaktadir. PZR’1n ilk 10-15 dongiisii dogrusal zemin fazidir. Bu fazda PZR yeni
baslamakta ve floresan sinyal, arka plani asmadigindan sadece arka plan floresansi
tespit edilebilmektedir. Erken iissel fazda floresan seviyesi esik degerine ulagsmaktadir.
Floresanin bu esige ulastiginda dongii esigi (Ct) sayisini tanimlamaktadir. Ussel faz
boyunca her dongiide DNA miktar1 iki katina ¢ikar. PZR bilesenlerinin miktar1 ve
etkinligi azalmaya basladiginda reaksiyon dogrusal faza geger. Reaksiyon olusmadigi
ve floresan seviyesinde artis olmadigi zaman bir plato fazina ge¢is yapar. Boylece PZR

dort fazini gerceklestirmis olur (Wong ve Medrano, 2005).

Mide kanseri dokularinda olgun miR-200a-5p, miR-29a-3p ve miR-223-5p
ekspresyonlarina analiz etmek igin RT-PCR gergeklestirildi. H. pylori enfekte dokulari
analiz etmek i¢in AGS hiicre hatti kontrol grubu olarak kullanildi. Normalizasyon igin
RNUG6-1 internal kontroli kullanildi. RT-PCR’da kullanilan ¢cDNA’lar 20 ng/ pl’ye
sabitlendi. RT-PCR reaktifleri cizelge 4.6 ve RT-PCR kosullar1 ¢izelge 4.7°de

gosterilmistir.

Cizelge 4.6: RT-PCR reaktifleri

Reaktif Stok Hacim Calisma
Konsantrasyon konsantrasyonu

SensiFAST SYBR® Non-ROX 2X 5ul 1X

Mix

MystiCq microRNA qPCR Assay = 10 uM 0,4 ul 400 nM

Primer

MystiCq Universal PCR Primer 10 uM 0.4 ul 400 nM

cDNA 20ng/ul 1pl

Nuclease —free-water - 3,2 ul

Toplam hacim - 10 pl
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Cizelge 4.7: RT-PCR reaksiyon kosullari

Ik denatiirasyon 95 °C 2 dk
Denatiirasyon 95 °C 5sn | 40
5 . dongl
Baglanma 60 °C 30sn

Cift tekrar olarak gergeklestirilen reaksiyonlar RNU6-1 ile normalize edilerek
ACT’si elde edildi. ACT elde etmek i¢in ¢ift tekrar ortalamasi seklinde test edilen
orneklerin sonuglari ile RNUG-1 ¢ikartildi. Elde edilen ACT’ler ile AACt hesaplandi.
AACt elde edildikten sonra ekpresyon degisimi 2*-AACt formiilii ile hesaplandi. Cift

tekrarlar arasindaki hata pay1 hesaplanarak 2*-AACt seviyeleri lizerinde gosterildi.

ACt (test ornek icin) = Ct (hedef gen) — Ct (internal kontrol)
ACt (referans 6rnek igin) = Ct (hedef gen) — Ct (internal kontrol)
AACt = ACt (test 6rnek)- ACt (referans 6rnek)

20449 = hedef gen kat degisimi
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5.BULGULAR

5.1 PZR ile VacA Allellerinin Saptanmasi

Mide kanseri dokularinda yapilan PZR sonucunda calismaya dahil edilen 6
dokuda da bakteri enfeksiyonu saptandi. Jel gorintileri ile VacA bolgesinin varligi
ve allelleri belirlendi. S1 allel icin 259 bp, s2 allel icin 286 bp, M1 allel igin 290 bp,
m2 allel igin 352-400 bp ve il allel i¢in 426bp uzunlugunda bantlar gdzlemlendi. i2
allel i¢in yapilan PZR sonucunda 6 dokuda bantta rastlanilmadi. Jel goriintiileri Sekil

5.1 ve Sekil 5.2°de gosterildi.

100bp TIS2 TIMI TIM2 THT 100bp T251 T2M1 T2M2 T2 100bp T3§1 T3M1 T3M2 T3t 100bp

432pil

352bp M2

290bp M1
T 250mpS1

Sekil 5.1: T1, T2 ve T3 adli dokularin PZR ile VacA polimorfik bélgelerinin tespiti.
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100bp TAM2 TAM1 T4S1 TAIL  100bp TSM2 TSML Tss2 TSl 100bp TOM2 T6M1 T61 Tel1  100bp

432bpil
290bp m1

Sekil 5.2: T4, T5 ve T6 adli dokularin PZR ile VacA polimorfik bélgelerinin tespiti.

5.2 RT-PCR ile miR-200a-5p Ekspresyon Analizi

Hsa-miR-200a-5p ekspresyon analizi yapilir iken RNU6-1 miRNA’s1 house
keeping gen olarak kullanildi. Yapilan calismalar sonucu ortaya ¢ikan degerler.

Cizelge 5.1 ve sekil 5.3’de verilmistir.

Cizelge 5.1: Mir-200a-5p ekspresyon analizi.

ORNEKLER | H. pylori | ACT | AACt 2N- Maks. Min. Hata
VacA AACt Hata

AGS - 6,60 | 0,00 1 0,094 0,086

T1 S2/M2 6,53 | -0,07 1,050 0,052 0,049

T2 S1/M1/i1 | 11,88 | 5,28 0,026 0,002 0,002
S1/M2/i1

T3 S1/M1/i1 | 10,56 | 3,96 0,064 0,002 0,002
S1/M2/i1

T4 S1/M2 8,57 | 1,97 0,256 0,039 0,033

T5 S2/M2/i1 | 9,32 | 2,72 0,152 0,004 0,004

T6 S1/M2 8,55 | 1,95 0,260 0,004 0,004
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H. pylori enfekte mide kanseri dokularindan 5’inde mir-200a-5p
ekspresyonunun baskilandig1 tespit edildi. En diisiik ekspresyon degerleri VacA
s1/m1/il alleline sahip dokularda gozlemlendi. VacA S2/m2 alleline sahip dokuda
ekspresyon seviyesi kontrole gore degisim gostermedi. VacA s2/m2/il alleline sahip
dokuda ekspresyonda baskilanma gorildi. S1/M2 alleline sahip dokularda da

baskilanma saptandi.

=

1

AGS mTl mT2 mT3 mT4 mT5 T6

Sekil 5.3: miR-200a-5p ekspresyon degisim grafigi.

5.3 RT-PCR ile miR-29a-3p

Hsa-miR-29a-3p ekspresyon analizi yapilirken house keeping gen olarak
RNU6-1 miRNA’s1 kullanildi. H. pylori negatif AGS hiicre hatti kontrol olarak

kullanildi. Ekspresyon analizi sonuglar1 Cizelge 5.2 ve sekil 5.4 ‘de gosterilmistir.

MiR-29a-3p ekspresyon analizi soncunda, ¢alismaya dahil edilen tiim H. pylori
enfekte dokularda ekspresyon seviyesinde baskilanma gozlemlendi. VacA 11 alleline
sahip olan dokularda ekspresyon seviyesi, il alleline sahip olmayan dokulara gore
diisiik oldugu saptandi. VacA ml alleline sahip olan dokularda, m2 alleline sahip
olanlara gore ekspresyon seviyesinde azalma tespit edildi. S1 veya s2 allellerine sahip

dokular arasinda ekspresyon seviyesinde iligski kurulamadi.
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Cizelge 5.2: Mir-29a-3p ekspresyon analizi.

ORNEKLER | H. pylori | ACT AACt 2N-AACt | Maks. | Min.
VacA Hata Hata
AGS - 4,01 0,00 1 0,086 0,079
T1 S2/M2 5,47 1,46 0,363 0,012 | 0,012
T2 S1/M1/11 | 8,92 4,91 0,033 0,001 | 0,001
S1/M2/i1
T3 S1/M1/i1 | 10,03 6,02 0,015 0,001 0,001
S1/M2/i1
T4 S1/M2 4,65 0,64 0,643 0,029 | 0,028
T5 S2/M2/i1 | 8,97 4,96 0,032 0,001 | 0,001
T6 S1/M2 8,35 4,34 0,050 0,002 | 0,002

w
—
=
=
&
x
<

Sekil 5.4: miR-29a-3p ekspresyon degisim grafigi.

5.4 RT-PCR ile Hsa-miR-223-3p Ekspresyon Analizi

Hsa-miR-223-3p ekspresyon analizi yapilirken house keeping gen olarak
RNUG6-1 miRNA’s1 kullanildi. Ekspresyon analizi sonuglari gizelge 5.3 ve grafigi sekil

5.5’de verilmistir.
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MiR-223-3p ekspresyon analizi sonucunda, ¢alismaya dahil edilen H. pylori
enfekte dokular, H. pylori negatif AGS hiicre hatt1 ile analiz edildiginde ekspresyon
seviyelerinde artis tespit edildi.

VacA s2 alleline sahip dokularda, s1 alleline sahip dokulara gore ekspresyon
artma seviyesinin daha diisiik oldugu goriildi. VacA m- ve i- bolge allellerinin

arasinda iliski kurulamada.

Cizelge 5.3: Mir-223-3p ekspresyon analizi

ORNEKLER | H. pylori ACT | AACt |27 Maks. | Min.
VacA AACT | Hata | Hata
AGS - 13,44 | 0,00 1 0,125 | 0,111
T1 S2/M2 12,75 | -0,69 | 1,613 0,103 | 0,097
T2 S1/M1/11 10,44 | -3 8,02 0,428 | 0,406
S1/M2/11
T3 S1/M1/11 11,72 | -1,72 | 3,305 0,011 | 0,011
S1/M2/11
T4 S1/M2 11,37 | -2,07 | 4,198 0,492 | 0,440
T5 S2/M2/11 11,97 | -1,47 | 2,770 0,117 | 0,112
T6 S1/M2 11,49 | -1,95 | 3,863 0,605 | 0,523

w
=
=
=
&
x
<

AGS mT1 mT2 mT3 mT4 mT5 T6

Sekil 5.5 miR-223-5p ekspresyon degisimi grafigi.
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6. TARTISMA

Mide kanseri kiresel capta yiksek etkiye sahip bir hastaliktir. Kanser
oliimlerinde ikinci sirada yer almaktadir (Jemal ve dig.,2011, Ferro ve dig.,2014).
Mide kanseri insidansinda kiiresel ¢apta bir diisiis bulunmaktadir. Ancak mide kanseri
hala kétii bir prognoz tagimaktadir (Sasako ve dig.,2011, Bang ve dig.,2012). Son yiz
yilda varligindan haberdar oldugumuz H. pylori’nin mide kanserinde bir risk faktorii

oldugu kabul gérmiistiir (Noormohammad ve dig.,2016).

Diinya niifusunun yaklasik %50’sinde H. pylori enfeksiyonu gortlmektedir
(Honggian ve dig., 2016). Tirkiye’de enfeksiyon orani %80’¢ yaklagmaktadir
(Ozaydin ve dig., 2013). Duodenal ve gastrik tlser, nonilser dispepsi, gastrik
karsinom ve MALT lenfomasina neden olabildigi bilinmektedir (Stephen ve dig.,
2014). H. pylori vakuol olusturan bir protein salgiladigi tespit edilmistir. Bu protein
VacA adi verilen bir kromozomal gen tarafindan kodlanmaktadir (Cover ve Blaser,
1992). VacA’dan kodlanan proteininin hiicre i¢i yolaklarda bir¢ok etkisi oldugu tespit
edilmistir (Boquet ve Ricci, 2012). VacA’nin 88 kDa’lik aktif toksin alaninda ti¢ farkli
bolge bulunmaktadir. VacA allelleri s-, m ve i- bolgelerinin farkli kombinasyonunu
icermektedir (Rhead ve dig., 2007). Vakuol olusturma aktivitesi ve toksisitesi en

yiksek olan alellerin s1/m1/il formu oldugu bilinmektedir (Rhead ve dig., 2007).

Bu calismada Oncelikle enfekte mide kanseri dokularinda yapilan PZR ile
VacA allelleri belirlendi. H. pylori enfekte kanserli mide dokularinda farklt VacA
allellerinin ¢calismaya dahil edilen miRNA’larin ifadeleri (zerindeki etkisi
arastirllmistir. MiR-29a’nin mide kanserinde tiimor siipresor rol aldigi bilinmektedir.
VEGF-A’y1 ve p42.3’1i hedefleyerek baskiladigi rapor edilmistir (Ling ve dig.,2014).
Yapilan ¢alisma sonucunda H. pylori enfekte mide dokusunda miR-29a’nin ifadesini
H. pylori negatif AGS hiicre hattina kiyasla azaldigit RT-PCR ile gdzlemlenmistir. H.
pylori VacA’nin farkli formlarina goére ekspresyon seviyesinin degistigi

diisiiniilmektedir. 11 bolgesine sahip orneklerde miR-29a ekspresyon seviyesi il

bolgesine sahip olmayan 6rneklere oranla diisiik oldugu gézlemlenmistir.
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Ortaya ¢ikan bulgular 1s181nda VacA geni {lizerindeki i1 bolgesinin varligr miR-
29a ekspresyon seviyesini etkiledigi diistiniilmektedir. Calismaya dahil edilen H.
pylori pozitif mide kanseri orneklerinde VacA m- bolgesi alellerinin miR-29a’nin
ekspresyon seviyesini etkiledigi diisiiniilmektedir. VacA m1 alleline sahip formlar ile
m2 alleline sahip formlar kiyaslandiginda, miR-29a’nin ekspresyon seviyesi ml
alleline sahip formlarda diisiik oldugu gézlemlenmistir. Ekspresyon seviyesinin VacA
formlarma gore degisebilecegi gézlemlenmistir. Down regiilasyon sonucunda miR-
29a’nin etkisi azalacagindan VEGF-A’da ve p42.3’de baskilanma ortadan kalkacaktir.

Tiimor gelisiminin tetiklenebilecegini diisiindiirmektedir.

MiR-200a’nin mide kanserinde ekspresyon seviyesi yapilan ¢aligmalarda tam
olarak anlagilamamistir. Mide kanserinde miR-200a’nin hem up regule hem de down
regiile oldugu rapor edilmistir (Chang ve dig., 2015, Zhaofeng ve dig., 2015). Mir-
200a’nin EMT’yi inhibe ettigi bilinmektedir. Bu roliiyle tiimor baskilayici olarak
gortlmektedir. MiR-200, EMT yi baskilamak i¢in ZEB1 ve ZEB2’yi hedef almaktadir
(Cong ve dig., 2013). H. pylori enfekte dokularda mir-200a seviyesinin azaldig: rapor
edilmistir (Diogo ve dig., 2015). Yapilan ¢alismada alt1 H. pylori enfekte mide kanseri
dokularindan birtanesinin disinda ekspresyon seviyesinin AGS hiicre hattina kiyasla
azaldig1 tespit edilmistir. Bu bulgu sonucunda H. pylori enfeksiyonunun miR-200a
ekspresyon seviyesini azaltig1 diisiiniilmektedir. VacA’nin toksisitesi en yiiksek olarak
bilinen s1/m1/i1 formunda, miR-200a’nin ekspresyon seviyesi olduk¢a diisiikk oldugu
gozlemlenmistir. Bu sonuca gore VacA geninin farkli formlarinin miR-200a
regiilasyonunu etkiledigi diisiiniilmektedir. Ozellikle s1 alleline sahip dokularda
ekspresyon seviyesi olduk¢a diisiik oldugu goriilmiistiir. VacA’nin, miR-200a
ekspresyon seviyesindeki etkisi ZEB1 ve ZEB2 ifadesinde artisa sebep olabilecegi

diistinilmektedir. Bu goriinen etki timor gelisimini destekleyecektir.

MiR-223"lin  hiicre i¢i yolaklardaki etkileriyle hiicresel apoptozu,
proliferasyonu ve istilay1 kontrol ettigi rapor edilmistir (Li ve dig., 2012). Over
ekspresyonu sonucunda NLRP3 proteininin  birikimi  ve IL-1B tretimini
engellemektedir (Haneklaus ve dig., 2012). MiR-223"iin etki spektrumu ¢ok genistir
(Wang ve dig., 2016). H. pylori enfeksiyonu sonucunda miR-223 asir1 eksprese oldugu
gosterilmistir. Asir1 ekspresyonu sonucunda hiicre gogalmasi ve gog tetiklenmektedir

(Ma ve dig., 2014). Calismaya dahil edilen orneklerdeki analizler sonucunda H.
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pylori’nin enfeksiyonu miR-223 ekspresyonunu arttirdigi goriilmiistiir. Yapilan
analizler ile VacA’nin m- ve i- bolgelerinin miR-223’1lin ekspresyon seviyesi tizerinde
bir iligki kurulamamistir. Ancak s1 ve s2 alellinin miR-223 ekspresyonunda etkisi
olabilecegi diisiiniilmektedir. S2 alleline sahip formlarda ekspresyon seviyesi AGS
hiicre hattina kiyasla fazla bir degisim gozlemlenmistir. Ortaya ¢ikan bu sonug ile
birlikte s1 alleline sahip VacA formlarimin miR-223’iin ekspresyonunu tetikledigi

distiniilmektedir.

Bu ¢alisma sonucunda H. pylori’nin analiz edilen ti¢ miRNA’nin seviyelerini
etkiledigi gozlemlenmistir. Bulgular 1s1ginda H. pylori VacA geninin polimorfik
bolgelerindeki allel farkliliklari, galismasi yapilan i¢c miRNA’nin da ekspresyon
seviyelerini etkiledigini diisiindlirmektedir. H. pylori enfeksiyonunun ¢aligsmasi
yapilan miRNA’lar {izerindeki etkisini anlamli hale getirebilmek amaciyla daha fazla
ornekle ilerki zamanlarda bu calisma desteklenebilir. Istatistiksel veriler alabilecek
kadar 6rnek toplandigi zaman VacA geninin miRNA’lar {izerindeki etkisi daha iyi

anlagilacaktir.
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