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OZET

H.pylori (+) PEPTIK ULSERLI HASTALARDA
ENDOTOKSIN ve DNA HASAR SEVIYESININ
INCELENMESI

fslim GULER

Tibbi Biyokimya, Yiksek Lisans Tezi

Kanserojen oldugu tespit edilen ilk bakteri olan Helicobacter pylori, mide suyu
asiditesine ragmen mide mukozasinin mukus tabakasinin altinda, diinya niifusunun yarisindan
fazlasinda bu bakteri kolonizedir. Farkli gastro-dudenol Kklinik tablolardan ve
komplikasyonlardan (gastrit, mide ve peptik ulserler ve mide kanserleri) sorumludur. Mide
kanseri buytk bir halk sagligi sorunu olarak kabul edilir ve kotii prognozu tetikleyerek, kansere
bagh 6liimlerde en yaygin {igiincli neden olarak yer almaktadir. Diinya ¢apinda her yil yarim
milyondan fazla kisinin 6liimiine neden olmasindan sorumlu tutulmaktadir. Bu ¢alismadaki
amacimiz pozitif peptik tlserli hastalarda, aralarinda bir korelasyon olup olmadigini bulmak
icin DNA hasar seviyesini tespit etmek ve bakteriyel endotoksini hiicresel boyutta analiz
etmektir. Bir korelasyon varsa, bunu degerlendirmek ve H.pylori'nin neden oldugu patogenezde
molekiil bazinda hiicrelerin etkilenip etkilenmedigini belirlemektir. DNA hasari, Kitler
kullanilarak ELISA yoéntemi ile belirlendi (marker 8-OHdG (Hidroksideoksiguanozin)).
Endotoksin analizi HEK-Blue™ LPS Detection kiti ile yapildi. Elde edilen veriler analiz edildi.
Analizler sonucunda elde edilen verilere gore hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli fark
bulundu ve bu iki parametre arasinda zayif bir korelasyon oldugu gozlemlendi. Glnlmuzde,
H.pylori enfeksiyonu ve mide kanserleri icin mikemmel basarili tedavi zor olmakta, bu nedenle
yeni tedavi yaklasimlari ve stratejileri gelistirmeye ve mide kanserine karsi miicadelede bu tiir
cabalara katkida bulunmaya ihtiya¢ vardir. Antikanser ilaglarin en biiylik dezavantajlar kisiye

0zglin olmamasi ve zararli yan etkileri olmalaridir.

Anahtar Kelimeler: H.pylori, DNA Hasari, Peptik Ulser, Endotoksin, Mide Kanseri
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ABSTRACT

INVESTIGATION of ENDOTOXIN and DNA DAMAGE LEVEL
in PATIENTS with H.pylori (+) PEPTIC ULCER

Islim GULER

Medical Biochemistry, Master Thesis

Helicobacter pylori, the first bacterium found to be carcinogenic, despite the acidity of
gastric juice the protective mucus layer of the stomach mucosa of more than half of the world's
population colonized with this bacterium. It is responsible for different gastro-dudenol clinical
pictures and complications (gastritis, gastric and peptic ulcers and gastric cancers). Gastric
cancer is considered as a major public health issue and ranks as the third most common cause
of cancer-related mortality triggering bad prognosis. It is incriminated in more deaths than half
a million people worldwide every year. Our aim is to dermine the level of DNA damage level
and analyse bacterial endotoxin through cellular dimension in positive peptic ulcer patients as
well as to find whether there is a correlation between them. If there is a correlation, to assess it
and to determine whether or not the cells affected in molecule basis in pathogenesis caused by
H. pylori. DNA damage was determined by ELISA method using kits (marker 8-OHdG
(Hydroxydeoxyguanosine)). Endotoxin analysis was performed with HEK-BlueTM LPS
Detection kit. Obtained data were analysed. According to the data, significant difference found
between patient and control group and between these two parameters observed there is a weak
correlation. Nowadays, perfect successful treatment for H.pylori infection and gastric cancers
is difficult, so there a need to develop new treatment approaches and strategies and to
contribute in such efforts in the fighting against gastric cancer. The major disadvantages of

anticancer drugs are they are not original and have harmuful side effects.

Key words: H.pylori, DNA Damage, Peptic Ulcer, Endotoxin, Stomach Cancer



1. GIRIS ve AMAC

Tarih boyunca insan hayatini, enfeksiyonel hastaliklar ve bu hastaliklara neden olan
mikroorganizmalar blyik oranda ectkilemistir. Insanda viicudun farkli bdlgelerinde,
mikroorganizmay1 herhangibir zarara ugratmadan hatta mikroorganizmaya birtakim yararlar
saglayarak, konak¢ist ile yasayan mikroorganizmalar, normal mikrobiyal floray:
olusturmaktadir. Organizma ile iligkili mikroorganizmalar, vicutta farkli pH, nemi ve mevcut
dogal inhibitor etkilere gore hayatini idame ettirebilecekleri uygun bolgeyi secer ve kolonize
olurlar. Bu mikroskobik canlilar insanin yasamimi olumsuz yonde de etkilemektedir. Bu
baglamda yasam boyunca salgin hastaliklar ¢ok sayida kisinin 6liimiine neden olup,

toplumlarin niifusunu énemli oranda azaltmaktadir.

Gram-negatif bakteri varlig1 insan mide mukozasinda 19.yy sonlarinda tespit edilmistir.
Gram negatif bakteri olan Helicobacter pylori, kanserojen oldugu tespit edilen ilk bakteridir.
Mide suyu asiditesine ragmen H.pylori, mukozal mukus tabakasinin alt kismina yerlesip ¢esitli

klinik stireglerin olusmasinda etkili bir bakteridir.

H.pylori enfeksiyonu peptik dlser, gastrit ve mide karsinomu ile 6nemli 6lclde iligkili
oldugu bilinmektedir. Aynt zamanda dinya genelindeki en yaygin hastaliklardan biridir. Ayrica
gunimuizde gastrik kanserin diger doku ve organlar1 6nemli derecede etkileyebilme
potansiyeline sahip, onemli bir tehdit olusturdugu kabul edilebilmektedir. H.pylori’nin
gastroduodenal hastaliklarin olugmasi siirecinde etken bir faktér oldugunun bulunmasi,
bakteriyoloji ve gastroenteroloji bilim dallarindaki 6nemli buluglardan birisidir. Dlnyada en
yaygin goriilen bakteriyel enfeksiyon, H.pylori’nin sebep oldugu aktif kronik gastrit
enfeksiyonudur. H.pylori bakterisi diinya ¢apinda nufusun yarisindan fazlasinda mide
dokusunda kolonize olabilen patojen bir bakteridir. Tim diinyada enfeksivon riski, yas ve
sosyoekonomik diizeyin diisiik olmasiyla dogru orantili olarak artabilmektedir. H.pylori
tedavisi, son yillarda yapilan kapsamli ¢alismalara ragmen hala zorlu bir klinik sorun olarak

gorulebilmektedir.

Gunumuzde H.pylori'nin gastrit olusum siirecindeki etken rolii, peptik iilser ile iliskisi
ve gerek primer gastrik MALT (Mucosa Associated Lenfoid Tissue) gerekse karsinom

olusumunda rol almasi secbebiyle patojenik 6neme sahip oldugu gorilmektedir. H.pylori
1



patojenitesinin mide dokusunda yol actifi harabiyetin hiicresel boyutta da hasara neden
olabilecegi merak konusu olmaktadir. Bu baglamda hiicresel boyuttaki s6z konusu hasar DNA
hasart olabilmektedir. TUm canlilar genetik materyallerini c¢evresel zararlara kars
koruyabilmek amaciyla DNA tamir mekanizmasina sahip olabilmektedir. DNA onarimi;
yalnizca tek bir mutasyon ile baglayip hasarli DNA’nin olugumu, hatta kansere kadar gidebilen
surecte hiicreyi koruyan énemli bir mekanizmadir. Bu yiizden mutasyon, replikasyon hatalari,
hicre 6limi, DNA hasarinin devamliliginda ve genomik kararsizligin giderilmesi gibi
islemlerde DNA onarimi sz konusu olabilmektedir. Bu sirecteki herhangi bir anormallik
kansere veya yaslanmaya neden olabilir. Genetik degisiklikler ve kanser arasindaki iligki birgok

deneysel ve epidemiyolojik verilerle desteklenebilmektedir.

Genetik yapi biitiinliigi DNA hasarina neden olabilecek sayisiz farkli etkene maruz
kalmast sebebiyle, bu biitiinliik korunmayabilir. Hasar kaynaklar1 olarak ultraviole radyasyon,
mantar tlrevli aflatoksin, kemoterapotik ajanlar, oksidatif metabolizma gibi etmenler
gosterilebilir. Genetik yap1 biitiinliiginiin bozulmasi ile olusabilen genetik kararsizlik, kanserin

karakteristik 6zelligi olmasi sebebiyle DNA hasar ¢aligmalari dikkat ¢ekmektedir.

Bu ¢alismanin amact; gastroduodenal hastaliklarda etkili rol oynadigt glintimiizde agik
bir sekilde ortaya konulmus olan H.pylori bakterisinin neden oldugu pozitif peptik ilserli
hastalarda endotoksin ve DNA hasar seviyesinin incelenmesi amag¢lanmistir. Bu amagla Harran
Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Gastroenteroloji poliklinigine herhangi bir gastroduodenal
yakinma sebebi ile bagvuran ve H.pylori pozitif peptik Ulserli 43 hasta ve saglikli 43 géniilli bu
calismaya alindi. DNA hasar1 icin 8-OHdG ELISA testi ile endotoksin analizi ise HEK-Blue™
LPS Detection Kit ile saptanip analiz edildi. Analizler sonucunda elde edilen veriler arasinda

bir iliski olup olmadig1 degerlendirildi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Helicobacter pylori’nin Tarihcesi

Insanlar dogdugu andan itibaren hayat boyu mikroorganizmalar ile temas halindedir.
Mikroorganizmalar ile gastroduodenal patoloji arasinda bir iliskinin olabilmesi yaklagim
19.yy’in sonlarina dogru odak noktasi olmustur. 1875 yilinda M. Ltulle ve G. Bottcher’in
Ulseratif yara etrafindaki dokularda bakterilerin kolonizasyonlarini1 gostermesiyle aragtirmalar
baslamis ve 1985 sonrasinda ise bu yondeki arastirmalar artmistir (1). G. Bizzozero, 1893’te
kopeklerin mide hiicre vakuol ve stoplazma yapilarinda spiral haldeki mikroorganizmalari
gostermistir (2). 1938 yilinda Doenges 242 insan midesinde inceleme sonrast %43’{in de spiral

haldeki mikroorganizmalarin varligini bildirmistir (1,2).

H.pylori bakterisinin gastroduodenal hastaliklarin patogenezi ile iligkisi ilk kez 1979
yilinda gosterilmis ve spiral mikroorganizmalar mide mukoza tabakasmin altinda tespit
edilmistir. Mikroorganizmayt, in vitro olarak, ilk kez Berry Marshall 1982°de Uretmistir (3). IIk
defa Dr. Robin Warren ve Dr. Berry Marshall H.pylori bakterisini 1982’de gastrit ve mide
ulserli  hastalarin  midelerinde saptamistir.  H.pylori, gériintim  6zellikleri  agisindan
Campylobacter’e benzemektedir. Bu nedenle <‘Campylobacter like bakteri (CLO)”’ ismi
verilmis, ancak yapisal olarak Campylobacter grubundan tamamen farkli bulunmustur. 1987
yilinda H.pylori bakterisi, **Campylobacter pylori’’ olarak isimlendirilmistir (4). 1989 yilinda
Goodwin ile arkadaslar1 sézkonusu bakteriyi Campylobacter genusundan ayirmis; helikal
yapist ve ¢ogunlukla midede pilor alaninda izole edilmesi sebebiyle “Helicobacter pylori’’
olarak isimlendirmiglerdir (5). Ayrica H.pylori’nin biyolojik yapisini aydinlatacak bilgiler
bitiin genomun sekans analizi 1994’te yapilmasi sonucunda saglanan verilerle elde edilmis,
siiflandirma ¢alismalar1 ve virulans faktorlerin belirlenebilmesi amaciyla ileri diizeydeki
molekiiler aragtirmalara olanak saglamistir. Genom yapistyla ilgili bilgiler dogrultusunda
yapilan 16S rDNA temelli filogenik analizler sonucunda Helicobacter ve diger genuslar,

Proteobacteria alt sinifinda siniflandirilmistir (6).

H.pylori enfeksiyonun, gastrik ve duodenal {ilserle iliskisi oldugu Marshall ve Warren
tarafindan gosterilmigtir (4). Peptik Glser, dinya zerinde tim toplumlarda halen en ¢cok maddi

ve is giicti kayiplara neden olan hastaliklarin basinda gelmesinin yanisira peptik tilser tarihgesi
3



cok eskilere dayanmaktadur. Ilk olarak 1586 yilinda Italyan Marcellus Donatus tarafindan mide
tilseri ve 1688°de Johannes Von Murault tarafindan ise duodenal tlser tarif edilmistir. 1799°da
Matthew Baillie ilk olarak {ilser hastaligi ve klinigini agiklamigstir. 1823°te Dr. William Prout
memeli hayvan midesindeki hidroklorik asidin dispeptik semptomlara yol a¢tigini agiklamistir.
1885 yilinda Prof. Dr. Ewald ve Boos, midedeki asidin laktik asit oldugunu ve yemek sonrast

hidroklorik aside doniistiiglinii tanimlamiglardir (7).

1991°de H.pylori enfeksiyonu ile gastrik kanser iligkisini aragtiran ¢alismalar
bildirilmistir. 1994’te National Institute of Health (NIH) ve Diinya Saglik Orgiitii (DSQ),
H.pylori bakterisinin peptik Glserin en 6nemli nedeni oldugu, ayn1 zamanda {ilser hastalarinin
H.pylori icin tedavi olmalar: gerektigi yoniinde karar alinmustir. Diinya Saglhk Orgiiti
(DSO)’niin bir uzantis1 konumundaki International Acency for Cancer Research’te H.pylori’nin
kanserojen etkiye sahip oldugunu kabul etmistir (8). Ayrica gastrik mukozada geligsen lenfoid
doku lenfomasimin (MALToma) ve kronik H.pylori enfeksiyonun gastrik Non-Hodgkin
lenfomalarin gelisiminde rol oynadigi tespit edilmistir (9). Son olarak H.pylori eradikasyon
tedavisinin intestinal metaplazi ve displaziye baghh mide kanseri gériilme sikliginin azaldigi,

ancak mide kanserine bagli 6liim oranlarinda azalma olmadigt bildirilmektedir (10).

2.2. Helicobacter pylori’nin Mikrobiyolojisi

2.2.1. Dogal Ortamlar

Helicobacteracea ailesi icerisinde yer alan Helicobacter’ler hayvan ve insanlarin
gastrointestinal sistemde siklikla gorilen mikroaerofilik spiral seklindeki gram negatif
bakterilerdir. Bu mikroorganizmalarin 20 tiirti saptannistir. Helicobacter familiasinin bilinen
tek cinsi “Helicobacter” dir. Burada yer alan mikroorganizmalarin iligkilerin bitununde

gastrointestinal sistem yapilarina karst bir tropizme sahip olduklari gortlmektedir (1).

Helicobacter’ler insanlarin mide veya barsak mukozalarina yerlesmektedirler. H.pylori;
tiktirik ve dis plaginda gorulmekte, safra tasinin olusumunda da etkili oldugu, yapilan

molekdler arastirmalarla kanitlannustir (11).



H.pylori icin en 6nemli dogal ortam gastrik mukozadir. Mikroorganizma mukozal
yuzeyde ilerlemekte ve 0Ozellikle antrum bdlgesine yerlesmektedir. Antrum boélgesi alkali
mukus sekrete etmektedir. Hastalardan alinmis doku ornekleri elektron mikroskobunda
incelendiginde H.pylori midede mukozal hicrelerle etkilesime girdigi bildirilmistir. Ayrica
histopatolojik farkliliklarda g6z ardi edilmemelidir. Ek olarak mikrovillus yapilarinda hlcresel
iskeletin deforma ugradigi, hlicre morfolojisini etkiledigi, musin grandllerinin kayboldugu ve
hlcreler arast desmosom gibi yapilarin kayboldugu g6zlemlenmistir (12).

2.2.2. Gorunum Ozellikleri

H.pylori bakterisinin boyu 2,5-5,0 um, eni 0,5-1,0 um, sporsuz, spiral ya da virgdl
seklinde goriilebilmektedir. Mukus yiizeyinden hazirlanan preparatlarda daha uzun ve kivrim
morfoloji baskin olurken, besiyerine ekilmis bakteri kolonilerinde spiral formlara az
rastlanmakta, ¢ogunlukla kivrimlari kisa, basil seklindedirler. Ayrica oksidatif strese maruz
birakilan gastrik doku 6rneklerinden hazirlanan preparatlar ise diizensiz, cubuk ya da yuvarlak

morfolojiye sahip olabilmektedir (13).

Helikobakter
Pilori

Sekil 1. H.pylori

Orijinal formdaki Helicobacter tlrleri sahip olduklari 1-6 adet unipolar flajellalar:

sayesinde oldukc¢a hareketli mikroorganizmalardir (14).



2.3. H.pylori’nin Yapisisal Ozellikleri

2.3.1. H.pylori’nin Hiicre Duvar Yapisi

Helicobacter’ler  hiicre  yapilarina  somatik  antijenik  6zelligi  saglayan
lipopolisakkaritlere sahiptir. Bunun yaninda peptidoglikan tabakas: ince, dis duvar yapisi yari
gecirgen Ozelliktedir. Fazla sayida fosfolipit iceren sitoplazmik membrana sahip, tipik gram
negatif hiicre duvarina sahiptirler. H.pylori hlcre duvari yapisinda fosfatidil kolin gibi polar
basli notral fosfolipitlerle birlikte fosfatidiserin gibi asidik fosfolipitler de bulunmaktadir.
H.pylori gram negatif bakterisinin peptidoglikan tabakas: ylksek derecede muropeptit yapisi
icermektedir. Ayrica zincir glisin aminoasidiyle sonlanmakta ve anhidro-N-asetilmuramik asit

icermesi sebeniyle gram negatif 6zellikteki diger bakterilerden farklilik gostermektedir (15).

H.pylori distaki lipopolisakkaritleri enfeksiyonun siirekliligini saglamaktadir. Bakteri
bu sayede immun toleransi, kolonilesmeyi vede patolojiye sebebiyet vermektedir (14, 16).
Ayrica antijenik gii¢ bakimindan endotoksin aktivitesini kaybeden lipopolisakkarit, diger gram
negatif bakterilere oranla diisiik olabilmektedir (16).

2.3.2. H.pylori Lipopolisakkaritleri (LPS)

Bakterinin “S™ suslarinda ve gram negatiflerde Lipit A gorilmektedir. Lipit A diz
zincirden olusmayan polisakkaritleri icermektedir. Ayrica lipopolisakkarit yapisi antijenik
Ozelligi saglamaktadir. H.pylori disik antijenik 6zellige sahiptir. Bu sayede bakteri mide
mukozasinda uzun siire kaliciligina devam etmektedir. Ayrica ortama adaptasyona olanak
saglamaktadir (18). Ayrica H.pylori lipopolisakaritleri doku antijenlerinin N-asetillaktozamin
rezidiilerini i¢erdiginden konakg¢inin immun  yanitindan ka¢makta, mide mukozasinda

kaliciligint stirdiirmektedir (19).

H.pylori’nin sahip oldugu Lipid A; gram negatiflerdeki o6zelliklerle ayni degildir.
Genellikle kolonizasyonda Lipid A’nin yapisinda mutasyonlarm siirekli oldugu bildirilmistir.
Diger bakterilerden farkli, H.pylori suslarinda Lipid A yapisinda biyolojik olarak aktivitesinin

yiiksek olmadigi, yag asitlerinin ise fosforile oldugu gorilmektedir (20).



2.4. H.pylori’nin Genomik Ozellikleri

H.pylori’nin tiim genom dizi analizi ¢alismalariyla gesitli veriler elde edilmisitir.
Borriello ve ark. tarafindan 300’den fazla genin hiicre zaniyla iliskili oldugu gésterilmistir.
Bunlarin yaninda (-galaktozidazin diginda glukoz monomerinin metabolizmasiyla alakali
genler ve cesitli enzimlerlede ilgili olan oksidasyon-rediiksiyon genleri gibi ¢esitli gen
bolgelerini tanimlamistir. Bakteride virulans faktorii olarak; saptanmig bolgeler arasinda cagA,
hpaA, flaA-flaB, lipopolisakkarit yapilarindan sorumlu genler ve vacA geni gosterilebilir.
Genomda ¢ogu genin tekrarladigt belirlenmesi sebebiyle H.pylori’nin genomik faaliyetlerinde

Ozelliklede eslesme hatalarinin siklikla olduguna isaret ettigi diistiniilmektedir (18).

2.5. H.pylori’nin Kiiltur ve Ureme Ozellikleri

H.pylori mikroaerofilik bir bakteridir (%10 CO2, %5 O2, %85 N,). Uremeleri icin ideal
sicaklik degeri 35-37°C’dir (1). H.pylori icin Skirrow agar gibi modifiye zenginlestirilmis
besiyerleri kullanilmaktadir. Bazi besiyerlerinde 4-7 giin arasinda diizglin kenarli, pigmentsiz

koloniler olusmaktadir (21).

2.6. H.pylori Enfeksiyonu ve Bulasma Yollar:

Diinya genelinde ¢ok sayida insanda H.pylori'nin kolonize olmaktadir. Bu nedenle
H.pylori’nin gucli bir yayilma stratejisine sahip oldugu dustniilebilir. H.pylori’nin insanlar
arasinda oral-oral yolla gecebildigi, piismenin bir gegis yolu olabilecegi gibi enfeksiyon igin
agzin rezervuar oldugu, agizda kolonize olan suslarla mideye bakteri gecisinin siirekli

olabilecegi de ileri stirtilmiustlr (22).

H.pylori enfeksiyonunda diisiik sosyo-ekonomik sartlar, kotii hijyen, kalabalik aile
ortami, anne-babanin bu bakteri ile enfekte olmast gibi ailesel etmenlerin etkili oldugu
bildirilmistir. H.pylori’nin insan disinda dogal kaynag bulunmamaktadir (23). Ayrica ailedeki
fert sayis1 H.pylori bulas riskini arttirmaktadir (24).



2.7. Patogenezde Etkili Bakteriye Ait Virulans Faktorleri

H pylorinin sahip oldugu flagellalar, dis proteinleri ve tireaz enzimi gibi yapilar,

gastrointestinal sisteme kolonizasyonda 6nemli rol oynamaktadir.

Flagella Ureaz

Bakteriyel hareket, Notralize Gastrik Asit & Gastrik Mukozal Yaralama
Kemotaksis

Lipopolisakkaritler

Konak Hiicrelere Tutunma

Dis Proteinler

Konak Hilcrelere Tunmma

Ekzotoksin

Konak
Hiicreler

!

VacA(Vakualizasyon

SrapanSitotokein) o Tip IV Salgilama Sistemi

Efektor Yapilarm
’ ‘ ‘ Enjeksiyonu

Efektorler

IL.-8 Indiiksiyvonu
Apoptoz Inhibisyonu

Sekil 2. H.pylori virulans faktorleri (26).

Enfekte bireylerde genellikle belirgin klinik semptomlar olmamakla birlikte
histopatolojik olarak kronik gastrik inflamasyon ile karakteristiktir. Mikroorganizmanin spiral
sekli ve kilifli yapidaki polar flagellalar: bakterinin mukusta ilerlemesinin saglarken, Ureaz
aracilifiyla olustirulan bikarbonat-amonyak katmaniyla, gastrik asit engeli ile mukoza
tabakasint asabilmektedir (21).

Nitekim flajella ile ilgili proteini kodlayan flgE genindeki mutasyonlara bakildiginda,
flagellasiz, hareketsiz 6zellikteki mikroorganizmalar olusmus; ancak flagellinin sentezi

strddrilse de kolonizasyonun gerceklesmedigi bildirilmektedir (27).

2.7.1. Adhezinler

H.pylori bakterisi oncelikle konakgmin hiicredeki reseptorlere baglanmaktadir.
Sonrasinda H.pylori’nin mide limeninin hareketine ragmen kolonize olabilmesi vede besin
maddelerine erisebilmesi amaciyla adhezyon olmasi gerekmektedir. Bakteri, gastrik epitele
tutunmasi amaciyla ¢esitli adhezin yapisarimt kullanmakta, 6rnegin; SabA, OIpA ve HspA vs.
daha ilk belirlenen adhezinlerdir (28).



Membran bagl protein BabA, tanimlanmis en iyi H.pylori adhezinidir. Bu adhezinin
terminalinde bulunan bazi yapilar, gastrointestinal sistem mukozasinda bulunan kan grup

antijenlerini taklit ettigi bildirilmektedir (29).

2.7.2. Katalaz ve Superoksit Dismutaz

H.pylori’nin mukozal ortamda hayatini siirdiirmesine yardimct olan, antioksidan
koruma mekanizmasinda rol oynayan katalaz ve superoksit dismutazdir. Bunlar bakterinin
notrofillerden salgilanan reaktif oksijen tirlerinden; hidrojen peroksit radikali ve hidroksil

molekdllerinden korunmasint saglamaktadir (30).

2.8. Organizmada Hasar Olusturan Virulans Faktorleri

2.8.1. cagA Patojenite Adas1 (cagPl) ve cagA Geni

Sitotoksin geni olan cagA geni, genomik patojenite adasina igarct eden bir gosterge
gorevi Ustlenmekltedir. Genomik patojenite adasinda kodlanan genler Tip-IV sekresyon
sistemini (T4SS) kodlamaktadir. Bu sistem CagA protein yapisin1 mide dokusundaki hiicreye
tasimaktadir (31). CagA hiicre sitozoliine tasinir, sonra Src Kinaz yapilariyla fosforilasyona
ugramaktadir. Src kinaz molekulleri; temel hiicre iskeletiyle ilgili olaylarda, proliferasyonda ve

karsinogenezde énemli rol oynamaktadirlar (32).

H. pylori, Tip IV sekresyon sistemi ile CagA'yt gastrik epitel hlcrelerine enjekte
ederken, VacA'yi hiicre dist bosluga salgilamaktadir. VacA aktif Src fosforilasyonu
uyarmaktadir. Aktive Src tirozin fosforilasyonunu arttirmaktadir. Son olarak CagA, SHP2
fosfataz da dahil olmak {izere diger konakg¢i molekiiller ile etkilesime girmektedir (33).
CagA’nin N-terminal ucu hiicre — hiicre arasindaki desmoszom ve tigiht junction yapilarini
bazalmaktadir (35). Burada E-cadherin gibi proteinlerle mukoza fonksiyonlarin: ve adherensi
bozmaktadir (36).



Src) &

nakif | ( CagA)
—|®

CagA

AZ-521 Hucreleri SHP-2
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Sekil 3. AZ-521 hiicrelerinde H. pylori enfeksiyonu sirasinda VacA kaynakli CagA
fosforilasyonu (33).

Sonugta epitelyal polarite kaybolmakta ve transforme karsinoma hiicreler invaziv tipi
hicresel davraniglar sergilemektedirler (35). Yapilan hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda CagA E-
katherini etkileyip, p-katherin sinyalini bozmaktadir. Gastrik epitel hicrelerde intestinal

diferansiyonu ilerleterek karsinogenezisisi tetikledigi gosterilmekkatedir (36, 37).

2.8.2. vacA (Vakualizasyon Yapan Sitotoksin) Geni

H.pylori patojenitesinde vakuol yapici sitotoksin dnemli bir yere sahiptir. vacA geni,
sitotoksin proteinini kodlayan gen olarak adlandirilmaktadir. VacA’nin cesitli toksijenik
Ozellikleri vardir. Toksin mitokondriyal membranlardaki por olusumu yoluyla apoptozis
yolagint uyararak konak htcre 6limana indikledigi distiniilmektedir (38). Ayni zamanda
dolayli olarakta pro-apoptotik sinyal molekillerinin aktivasyonu ile etki gosterdigi
dustnilmektedir (39).
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2.9. H.pylori ve Oksidatif Hasar-DNA Hasar1

Gastrointestinal (GI) mukoza yediklerimizden veya mide dokusunda bulunan c¢esitli
antijenlerle stirekli olarak stres altindadir. Disaridan alinan faktorler ile GI kanalinin fizyolojik
engelleri arasindaki etkilesime kadar, GI limeni disinda mevcut olan her gey hiicresel diizeyde
antijen tehdidi iceren mekanizmalar yoluyla stresli reaksiyonlara neden olabilmektedir. Gl
Iimeni icin H.pylori, steroid olmayan antienflamatuar ilaglar ve gastrik asit dahil birgok faktor
tarafindan enflamasyon sebebi olabilmektedir. Ozellikle oksijen 6nemli bir saldirt aracidir.
Oksijen hayatin devamliligt icin gerekli ve vicuttaki en 6nemli metabolik maddedir. Buna
ragmen oksijen, reaktif oksijen tiirleri (ROS) tireterck oksidatif stres olarak adlandirilan ¢esitli
hlcresel streslere neden olabilmektedir. ROS, hucresel sinyal ve enerji iletiminin énemli bir
diizenleyicisi olmasma ragmen, ROS oksidan-antioksidan arasindaki dengeyi bozarak
potansiyel hiicresel hasara yol agmaktadir. ROS, hiicresel proteinleri veya lipitleri okside olmug
formlara dontstiirebilir veya niikleik asitlerle baglanarak mutasyonlara neden olabilmektedir.

Ayrica oksidatif stres kanserojenez ile yakindan iliskili oldugu bildirilmektedir (40).

Organizmalar hayatin devamliligi i¢in ¢esitli mekanizmalar gelistirmistir. Ancak
savunma sisteminin yetersiz kaldigi noktada hastaliklarin olusmasi ka¢inilmaz olabilmektedir.
Hastalik faktorii olabilecek oksidatif stresin derecesini 6ngoren hassas bir belirte¢ olabilecek,
klinik 6neme sahip biyobelirte¢ 1980'lerin sonlarinda kesfedilen 8-hidroksideoksiguanozindir
(8-OHdG). 8-OHdG, oksidatif stresle iliskili hastalarin serum veya idrarlarinda artis oldugu
kanitlanmisgtir (40).

T

OH
Sekil 4. 8-hidroksi-2-deoksiguanozin.
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Genetik kalitimi saglayan DNA molekili ROS, ultraviyole 1sik veya genotoksik
ajanlar gibi faktorlerle oksidatif strese maruz kaldiginda, Guanin bazi kolayca 8-0kso-7,8-
dihidroguanin (8-okso-Gua) halinde okside edilir. Bu okside olmus guaninin genomik DNA'da
varhigt G-T veya G-A baglanmas1 gibi transversiyonlara neden olabilmektedir. Memeli
hicrelerindeki nukleotit eksizyon tamir (NER) enzimleri gibi c¢oklu tamir sistemlerinin
yetersizliginde 8-oxo-Gua'nin tehlikeli etkileri engellenemebilinmektedir. Sonug olarak,

8-OHdG, sitoplazmik okside edilmis niikleotitler gibi hasarli oligomerden tretilir (40).

Okside deoksiguanozin, mutajenezi indiiklediginden ¢ogu arastirmact 8-OHdG'nin
hiicrelerde mutajenik veya zararli etkileri olabilecegini diistinmiistiir. Hiicresel membranlarin,
proteinlerin ve DNA'nin lipitlerinde oksidatif hasarin kalict olarak meydana geldigine dair
kapsamli deneysel kanitlar vardir. 8-OHdG, okside guanin iceren diger tiirlerin aksine hiicre
zarini gegebilmektedir. Nikleer ve mitokondriyal DNA'da 8-OHdG, serbest radikal kaynakli

oksidatif lezyonlarin baskin ajanlarindan biridir (40).

2.10. Immuinite

Konak, H.pylori ile temasta yuksek derecede immun yanitlar olmakta, ancak bakterinin
sahip oldugu cesitli mekanizmalarla enfeksiyon, yillarca surebilmektedir (41). H.pylori
mukozal ortama kolonize oldugunda konagin dogal bagisiklik mekanizmasi uyarilmakta,
enflamasyon oncisu gibi etkili molekillerin sekresyonu artmaktadir. Bu yapilar, bazi sinyal
yolagini aktive ederek hucre proliferasyonunu uyarici, apoptozisi inhibe edici etkilerini ortaya
cikarmaktadirlar (42).
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Mukozada programli bir fizyolojik sire¢ olan mide epitelyal apoptozisi ile
proliferasyonu dengeli bir bigimde hiicre siklusunu diizenlemektedir. Ornegin, apoptoziste bir
dusiis veya proliferasyonunda artis gibi etkenlerle sézkonusu dengenin saglanamamast

karsinogenezisde biyuk role sahiptir (42).

Enfeksiyon Sireci

Sekil 5. H.pylori’nin ¢esitli patojenite faktorleri ve polarize gastrik epitel hiicreleri arasindaki
etkilesim (34).
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2.11. Inflamasyon ve Karsinogenez

H.pylori kronik gastrit olusumuna neden olmaktadir. Kronik gastrit, gastrik
karsinomunn gelisiminde etkili bir etkendir. EK olarak metaplazi ve diger faktorler H.pylori
infeksiyon beraberligi midede kanserogenez olusumunda iki patolojik etmendir. Karsinomanin
gelismesini agiklayan hipoteze gore, nitrattan nitrit olusumunun azaltilmasini bakteriler
saglayarak karsinojenik 6zellikteki nitrozamine neden olmaktadir. Bagka bir mekanizma ise;
hlcrelerin siiperoksit ve nitrooksit agiga ¢ikararak karsinojenik nitrozamine neden olmalaridir.
Bugiin kabul goren; kronik gastritin intestinal metaplaziye yol agmasina sebep olmasidir. Buda

malign degisime ugramaktadir (16).

Konak
Genetik
Faktorleri
H.pylori 7. Virilans Ilfn()r?l?il;
g Faktorleri
m’:., Z Yaniti

Peptik Ulser MALT Lenfoma

Kronik
Enfeksiyon
: Intestinal
Gastrik Kanser Metaplazi

Sekil 6: H.pylori ve Enfeksiyon Tablosu

Kanser; genetik bozukluk yani kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasi olarak tanimlanmaktadir.
Onkogenlerin  aktif olmasi, tiimor stipressér genlerin inaktivasyonu, DNA tamir
mekanizmasinin bozulmasi ve tiimor hiicresinin immun sistemden kendisini korumasi gibi

durumlar temel fizyopatolojiyi olusturmaktadir (43).
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Mide kanseri; mide mukoza epitelinde orijinlenip, liimen iginde yayilim gosteren
malign bir hastaliktir. Malign hastaliklar arasinda en sik 6liim nedenleri arasinda yer alan mide
kanseridir (43). Mide kanseri diinya genelinde doérdinct siklikta goriilmekte, ancak kanserle
iliskili 6ltimlerde tglincili sirada yer almaktadir. Diinya genelinde yeni tam1 alan kanserlerin
%8’1 ve kanser nedeniyle olan 6liimlerin %10’u mide kanserine baghidir. Vakalarin %75’
gelismis tilkelerde 6zellikle uzak dogu iilkelerinde goriilmektedir. Tirkiye’de kanser tiirlerinde
mide kanseri ikinci sirada yer almaktadir. Genel olarak, erkekler kadinlara gore iki kat daha
siklikla etkilenmekte ve ortalama gorilme yast 60-70°tir. Erken evrelerde asemptomatik
oldugundan kétii prognozun en énemli nedeni taninin ge¢ evrelerde konulmasidir (44). Ayrica

yapilan ¢alismalar sonucunda mide kanseri etiyolojisi i¢in dnemli mekanizmanin DNA onarim

sisteminde ¢oklu gen defekti oldugu goriisii agirlik kazanmaktadir (45).

Tablo-1: Kanser gelisiminde H.pylori’nin indiikledigi faktorler (46).

Faktor Inlfamatuvar etki Kanser gelisimindeki rolii

IL-8 Lenfosit ve nétrofilleri tanima. Gastrin salinimini uyararak
epiteliyal hiicrelerde
proliferasyona neden olur. NF-
Kb aktivasyonu ve COX-2
ekspresyonu, pro-angiogenic
aktivite.

IL-1B Makrofaj ve aktivasyonu. IL-6 Hipergastrinemi ve epitelyal
salinimini uyarma, COX-2 hiicre proliferasyonunu uyarir.
Ekspresyonu Pro angiogenic aktivite. Matrix

metalloproteinaz sekresyonunu
uyarir ve aktive eder.

TNFa Makrofaj aktivasyonu ve Hipergastrinemi ve epitelyal
farkhlasmasi. Epitelyal hiicrelerde | i, ooj0rde proliferasyon. NF-xB
apopitozis ve epitelyal bariyerde aktivasyonu ve COX-2
bozulma. Mikrovaskiiler epitelyal

. : ekspresyonu.
hiicre proliferasyonu ve yara
iyilesme inhibisyonu

Reaktif DNA hasar1 ve bakterinin DNA hasar1. Mutasyon. Konakg¢1

Oksijen Oldiralmesi sin}{al yolla'rlmn aktivasyonu ve

. angiogenezis.

Urlnleri

Nitrikoksid DNA hasart ve bakterinin Doku DNA hasar1, mutasyon,
Oldurtlmesi DNA tamir mekanizmalarinin

inhibisyonu, apopitozis
inhibisyonu, Angiogenik aktivite.
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2.12. Helicobacter Enfeksiyonlarinin Epidemiyolojisi

Dunyadaki en yaygin enfeksiyonlardan biriside H.pylori enfeksiyonudur. Enfeksiyonun
gorliilme sikligi, bulasi ve etmenin bulasmasinda etkili faktorler {izerinde odaklanan cesitli
aragtirmalar yapilmistir. H.pylori goriilme sikligi devletlerin ekonomik, sosyal, kiltirel gelisme
duzeyleri ile iligkili oldugu kabul edilmektedir. Ayrica tlkirikte PCR yontemi kullanilarak oral
yolla bulasabildigi fikrini desteklemektedir. insandan insana kontamine materyallede bulas
olabilmektedir (18).

H.pylori kolonizasyonu yasla ve cografik bolgeyle yiksek oranda iligkilidir.
Kolonizasyon riski olarak cinsiyet ayriminda farklilik goriilmemektedir. Gelismigligini
tamamlayan tilkelerde eriskin niifusunun yarisi, gelismeye devam eden Ulkelerde ise nufusun
% 80-90 enfekte olmaktadir. Yasam standartlar1 diisiik olan Ulkelerde etkenin alinmasi kolay

olmakta ve dmir boyu devam etmektedir (47).

2.13. H.pylori’nin Etkili Rol Oynadig1 Hastahiklar

2.13.1. Gastrit

H.pylori enfeksiyonu olarak en ¢ok gorilen kronik gastrittir. Gastrit siniflandirilmalari
son olarak Sydney sistemine gore yapilmistir. Gastrit patogenezinde H.pylori'nin
pozitifliginede bakilarak Sydney Klasifikasyon Sistemi ile gastrik patolojiler, histopatolojik ve
endoskopik olarak iki gruba ayrilmigtir. Gastrik dokuda H.pylori'nin neden oldugu hasar
ispatlanabilmektedir. H.pylori; direkt veya indirekt siireglerle mukozayr harabiyete
ugratabilmektedir (48). Mukozada bakteri genellikle yamali boh¢a seklinde lokalize
olmaktadir. Ayrica hiicrelerde diizenli olmayan dizilim goriilmiis ve mukusta azalmanin oldugu
bildirilmistir (49).

2.13.2. Peptik Ulser

Peptik Ulser, mide asidi ve pepsin gibi agresif faktorlerle mukozal savunma arasindaki
dengenin bozulmasindan kaynaklanan bir hastaliktir. Asit ve pepsin ile iligkilerinden dolayt st
gastrointestinal sistemde gorilen dlserlere peptik Glser denir. Duodenal ve gastrik Glseri
kapsamaktadir. Peptik {iilser hastaligi etiyolojisi multifaktoriyel bir hastaliktir. Carrick ve

arkadaglar1 H.pylori nin tlserasyonu 52 kat arttirdigini gostermislerdir (47).
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2.13.3. Gastrik Atrofi, Mide Kanseri ve MALT Lenfoma

H.pylori gastriti; antrum ve korpus agirlikli olmasina gore gesitli {ilserasyonlara neden
olmaktadir. Bu baglamda duodenal ulser, gastrik UGlser veya kanser prognozu ile
sonuglanabilmektedir. S6z konusu mikroorganizma adenokarsinom mekanizmalarini
indiklemekte, metaplazi olusmasinda da patolojik bir etkendir. Correa tarafindan intestinal tip
gastrik kansere yol agtigi savunulan hipotezde, asit salgilayan bezler zamanla gerilemektedir.
Yapilan ¢alismalarda H.pylori ile infekteli kronik gastritli bireylerin ¢cok azinda midede asidik
salginin bariz bir sekilde azaldig: tespit edilmis, Correa hipotezi desteklenmistir. H.pylori bir
taraftan mide salgisindaki hem hidroklorik asit hem de askorbik asit seviyesini azaltirken,
buraya diger bakterilerin yerlesmesiyle nitrozamin olusumuna neden olmasi, diger taraftan
infekte olmus mukozada kronik inflamasyonun neden oldugu hizli hiicre degisimi sirasinda
DNA da olusan hasarlar nihayetinde kanserojeneze sebebiyet vermektedir (47). H.pylori
gastritinde mukozada lenfoid molekuller gorulmektedir. Gastrik lenfomalarm ¢ogu B lenfosit
hicre yardimiyla olusur, lenfoid tiimér (MALToma) olusumlarin gorilmesiyle sonlanir. Ayrica
H.pylori ile infekte kisiler olmayanlarla kiyaslandiginda B hicreli MALT lenfomanin alti kat
arttigi gosterilmistir (47).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calisma i¢in herhangi bir gastroduodenal yakinma sebebi olan, prospektif olarak
gastroskopik tetkikinde peptik Ulser saptanan, re nefes testi, histopatoloji veya gaitada
H.pylori antijeni sonug¢larindan en az ikisinde pozitiflik saptanan H.pylori pozitif peptik tlserli
43 hasta ve ¢alismanin kontrol grubunu olusturacak saglikli 43 goniilli alindi. Calismaya 18-70
yaslar1 arasinda H.pylori pozitif peptik tlserli hastalar dahil edildi. Ozellikle ileri evre demans,
ciddi solunum yetmezIligi gibi nedenlerle iire nefes testini yapamayan hastalar ¢alisma diginda
birakildl. 18 yas altt ve 70 yas isti hastalarda ¢alisma disinda birakildi. Hastalar, endoskopi
Ooncesi en az 12 saat a¢ birakildi. Endoskopilerin tamami deneyimli gastroenterologlar
tarafindan yapildi. Hastalar 10 saatlik kat1 ve 5 saatlik siv1 kisitlamalarini takiben isleme alinip,
ornekler Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Laboratuvari’na gonderildi. TUm hastalara
C14 ire nefes testi, en az alti saatlik aglik sonrast 37 kBq (1uCi) C14 ire/sitrik asit iceren
kapsiil 25 ml’lik su ile igirilerek yapildi. Hasta kapsiili igtikten 10 dakika sonra, Heliprobe
kartuglarina pH indikatrii turuncudan sariya doniisene kadar iifletildi. Kartuslardaki C14
aktivitesi Heliprobe analizorle 250 saniye o6lciildi. Pozitif ve negatif sonuclar Hegedus ve ark.
onerdikleri degerler esas alinarak degerlendirildi ve <25 cpm: negatif, 25-50 cpm: siipheli, >50
cpm: pozitif olarak kaydedildi (17). Calismada serum Orneklerinde DNA hasar seviyesi 8-
OHdG (8-Hydroxydeoxyguanosine) Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Fine
Test; Wuhan Fine Biotech Co., Ltd., Catalogue No: EU2548) kit ve endotoksin analizi i¢in
HEK-Blue™ LPS Detection Kit 2 (InvivoGen; Colorimetric cell-based assay; Catalog: rep-
Ips2; Version: 15C04-MT) kitleri satin alinip, kit protokolleri uygulandi. Analizler sonucunda
elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Science) istatistik programina aktarilip,
DNA hasar seviyesi i¢in serum 6rneklerinde 8-OHdG miktarinin ve endotoksin analizi iginde
endotoksin miktarinin hasta ve kontol grubu arasinda fark olup olmadigi, ayrica bu iki analiz
sonuglar1 arasinda iliski olup olmadigi degerlendirildi. Calismaya dahil edilen hastalarin

timiinden islem 6ncesinde aydinlatilmis onam formu alindi.
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3.1.1. istatistiksel Analiz

(alisma sonucunda data analizi i¢in SPSS 16 paket programi kullanildi. Tanimlayict
istatistikler degiskenler i¢in ortalama standart sapma olarak, nominal degiskenler i¢in gézlem
ve yiizde olarak ifade edildi. Parametrik degiskenler ise student t testi ile karsilagtirildt ve

korelasyon analizi i¢in pearsons’s korelasyon katsayist kullanildi.

3.2. YONTEM

3.2.1. 8-OHdG - DNA Hasar Seviyesinin Belirlenmesi

Calismada DNA hasar belirteci olarak 8-OHdG referans alindi, 8-OHdG ELISA Kiti
kullanilip, Gretici firmanin (Fine Test, EU2548) bildirdigi metoda gore gerceklestirildi. Metod,
ELISA testinin saptama araliinin 1.563 ng/ml - 100 ng/ml oldugunu ve saptayabildigi en
dusiik konsantrasyon 0.938 ng/ml’nin altinda oldugu belirtmistir.

Test metoduna gore tiim soliisyonlar kullanilmadan 6nce oda sicakligina getirildi. Kit
icerisinde mevcut liyofilize standart tip icerisine 1 ml Sample/Standart dillisyon tamponu
eklendi. Konsantre standart 100 ng/ml olup, 6 adet ependorf tlpe(lsolab) 300 pl
Sample/Standart dillisyon tamponu eklendi. Konsantre standart asagidaki tabloya gére 2 katl
olarak sulandirildi (Tablo 2).

Tablo-2. Konsantre 100 ng/ml (1ml) standart ¢6zelti diliisyonlart
Standart Konsatrasyon SO S1 |S2 |S3 S4 S5 S6
Standart Konsatrasyon(ng/ml) 100 (50 |25 |125 |6.25 |3.125 1.56

Konsantre 25X olan yikama soliiyonu hazirlandi. Bunun i¢in 30 ml konsantre yikama
tamponu 750 ml distile su ile karistirildi. Sonrasinda Biotin Isaretli Antikor Calisma Soliisyonu
hazirlandi. Bu nedenle Biotin isaretli antikor (Biotin-labeled Antibody(Concentrated)), Antikor
diliisyon tamponu ile 1:100 oraninda sulandirildi. Ornegin; 60ul Biotin-antikoruna 5.94 ml
Antikor dilisyon tamponu ilave edilir. Son olarak HRP-Streptavidin Konjugat (SABC) Caligsma

Soliisyonu hazirlandi. Bunun iginde SABC, SABC diliisyon tamponu ile 1:100 oraninda
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sulandirildi. 0.1 ml SABC’a 9.90 ml SABC diliisyon tamponu ilave edildi. Kullanilacak kit
elemanlarinin hazirlanmast sonrasinda kit protokolii asagida ifade edildigi gibi adim adim

uygulandi:

1. Calisma oncesinde kit igerisinde meveut tiim soliisyonlar oda sicakligina getirildi. Daha
sonra plak ilk siitununda 7 kuyucuga 50ul standart diliisyonlari, son kuyucuga 50ul blank
(Sample/Standard diliisyon tamponu) ve sirasiyla diger kuyucuklara 50 ul serum

ornekleri eklendi.

2. Hemen sonrasinda tiim kuyucuklara 50 pl Biotin isaretli antikor c¢alisma soliisyonu
eklenip, kit icerisindeki plak kapatma aparat ile kapatildi. Inkiibatérde(Thermo) 37°C’de
45 dk inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuk icerigi bosaltilip, her kuyucuga 350 pl yikama tamponu

eklenip, yikama tamponuyla yikandi. Bu islem ti¢ kez tekrarlandi.

4. Sonrasinda tiim kuyucuklara 100 ul HRP-Streptavidin  Konjugat (SABC) c¢alisma
soliisyonu eklendi. Plak yiizeyi kapatilip, 37°C’de 30 dk inkibe edildi. Stre sonunda plak

bes kez yikama tamponuyla yikandi.

5. Herbir kuyucuga 90ul TMB substrat eklenerek, 37°C’de 15-30 dk 1siksiz ortamda inkibe
edildi. Inkiibasyon siiresi agtlmadan, renk degisimi gdzlendiginde, kuyucuklara 50 pl

durdurma soliisyonu eklendi ve sart renk olusumu gézlendi.

6. Son olarak, 450 nm’de mikroplak okuyucuda (Thermo, Multiskan Go) optik

yogunluk(ODass0) degeri belirlendi ve analiz verileri degerlendirildi.

20



3.2.2. Endotoksin Analizi

Serum 6rneklerinde biyolojik olarak aktif endotoksinin tespitini saglayan HEK-Blue™
LPS Detection Kit2 kullanilarak, tiretici firmanin (InvivoGen) tavsiyeleri dogrultusunda kit

protokolii ¢aligildi.
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Sekil 7. HEK-Blue™ LPS Detection Kit Elemanlar1

> Calisma Protokolii ve Uygulanacak Islemler
3.3. HEK-Blue™-4 Hucrelerin Kit Protokoliine Gore Kullanimi

3.4. Kit Protokoliiniin Uygulanmasi- Endotoksin Analizi
3.3. HEK-Blue™ -4 Hiicrelerin Kit Protokoliine Gére Kullanimi
3.3.1. HEK-Blue™-4 Huicreleri ve Medium
Endotoksin sensor hiicreleri olan ve LPS'ye karst son derece duyarli olarak tasarlanan
HEK-Blue™-4 hiicreleri, tasarlanmis HEK293 hiicreleridir. Bu hiicreler TLLR4 yolag: ile TLR4
ve birgok gen eksprese etmektedir. Ayrica NF-kB ile indiiklenebilen, salgilanan embriyonik

alkalin fosfataz (SEAP) raportor gen ile birlikte eksprese etmektedirler. Dakikada LPS miktari,
NF-kB aktivasyonuna yol agan HEK-Blue™-4 hiicreleri tarafindan tespit edilmektedir.
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3.3.2. Biiyiime Ortam

Hicrelerin beslenmesini ve biiytimesini saglayacak; %10 endotoksinsiz FBS (50 mi
Endotoksinsiz Fetal Sigir Serumu (FBS) (InvivoGen), %1 I-glutamin(Sigma) ve %1
penisilin/streptomisin(Sigma) takviye edilmis Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
ve 1X Normocin™ (InvivoGen) blyime ortamini igerir. Test mediumu ise 30 dakika 56°C'de

151 ile inaktive edilmis % 10 FBS i¢eren besiortamuidir.

3.3.3. QUANTI-Blue™

Kit igerisinde meveut SEAP substrati olan QUANTI-Blue™ tozu, 250 ml'lik steril bir
cam siseye konulup, 100 ml endotoksinsiz su eklenerek yavas¢a karistirildt. QUANTI-Blue™,
30 dakika 37°C'de bekletilip kullanildi.

Seyreltilmis Tripsin-EDTA ¢0zeltisi iginde 10 ml 1X Tripsin-EDTA (Sigma) ile 20ml
PBS karistirildi.

3.3.4. HEK-Blue™ Endotoksin Standardi

Kit icerisindeki HEK-Blue™ Endotoksin Standardimn bir tiipii 50 EU (Endotoxin Unit)
liyofilize endotoksin igermektedir. Baglangi¢ stok soliisyonu elde etmek igin, tiip igerigine 1 ml
endotoksin icermeyen su eklenip, sulandirildi. Endotoksin cama tutunma egiliminde
oldugundan vorteksleyerek kuvvetlice karistirildi. Boylece baslangig stok soliisyonu 50
EU/ml'lik bir konsantrasyona sahiptir. Baslangi¢ stok soltisyonu 1: 50 oraninda seyreltilerek
1.0 EU/mI HEK-Blue™ Endotoksin Standart stok ¢ozeltisi hazirlandi. 1.0 EU/ml HEK-Blue™
Endotoksin Standart stok ¢ozeltisi vortekslenip, kuvvetlice karistirildi. Asagida belirtildigi gibi
endotoksin icermeyen su kullanarak mikroplakta 1.0 EU/ml HEK-Blue™ Endotoksin Standart

stok ¢Ozeltisi iki kath seri diliisyonlar halinde hazirlandi.

Tablo-3. HEK-Blue™ Endotoksin 1.0 EU/mI Standart stok ¢6zeltisi iki kath seri diliisyonlart

Standart
SO | S1 | S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9
Konsatrasyon

Standart
1.0 | 05 (025 |0.125 | 0.062 | 0.031 | 0.016 | 0.008 | 0.004 | Blank
Konsatrasyon(EU/ml)
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3.3.5. Dondurulmus HEK-Blue™-4 Hucrelerinin Cozdurilmesi

Hucre kultlrd icin kullanilacak malzemeler Gretici firmalardan temin edilip, 160°C’de 60-
90 dakika sterilizasyonu saglandi. 0,2 pm por ¢apina sahip filtre kullanilarak kullanilacak olan
sivi malzemeler (antibiyotikler vs.) dekontamine edildi. Calisma i¢in hava akiglt kabin, 15
dakika ultraviyole 1sik ile steril edildi. Daha sonra kabin, %70 etilalkolle silindi. Sterilize
edilmis kabine, kullanilacak materyaller %70 etilalkolle silinip alindi. Kullanilacak materyaller
ozenle kabin icerisinde ambalajdan ¢ikarilip, ¢alisma ortami hazir hale getirildi. HEK-Blue™
LPS Detection Kit ile dondurulmus olarak temin edilen HEK-Blue™-4 hiicreleri 37°C su
banyosunda hafifce ¢alkalayarak ¢ozdiiriildii. Coziilme islemi hizlica olup, yaklasik 2 dakikada
tamamland1. Igerik ¢oziiliir ¢6ziilmez su banyosundan ¢ikarildi ve % 70 etanol piiskiirtiilerek
dekontamine edilip, steril kabine alindi. Onceden 1litilmis 20 ml blyime ortami igeren steril
falkon tiip i¢ine ¢ozduriilmiis hiicreler nazikg¢e aktarildi ve 1200 rpm'de 5 dakika santrifij
edildi. Santrifiij sonunda hiicreler, pelet kisminda ¢oktiiriildii. Vakum sistemi ile stipernatant
kisim atildi ve pelet tizerine 5 ml biiyiime ortami eklenip, hiicreler yeniden siispanse edildi.
Ortamin agsir1 alkalinitesini 6nlemek i¢in 6nceden tlitilmig 15 ml blylme ortam i¢eren 75

cm?'lik hiicre kiiltiirii sisesi (flask) CO; inkiibatériinde(Thermo) 15 dakika bekletildikten sonra
alinip, flaska hiicre soliisyonu aktaridi. + hareketiyle flaskta yayilim saglandi. Flask 37°C'de ve

%5 CO2 ortamda gece boyunca inkiibe edildi. Invert mikroskop(Olympus CKX41) ile kaltur
gunliik gozlemlenerek hiicrelerin bilyiimesi takip edildi. 75 cm?lik flakstaki hiicreler %50-80'e
ulastiginda, biiylime ortami uzaklastirilip, 2-3 ml seyreltilmis tripsin ile hiicreler tripsinize
edildi. Tripsinizasyon yoluyla, flask yilizeyine tutunan hiicreler kaldirildi. Daha sonra biiyiime
ortami ve 1X HEK-Blue™ Selection ile desteklenmis se¢ilim(Selection) ortaminda hiicreler
blyutaldi. Endotoksin analizi igin kit prosediriinde kullanabilmek icin; 1X HEK-Blue™
Selection biiylime ortaminda hazirlanan HEK-Blue™-4 hiicrelerin kiiltiir ortamindan ayrilmasi
amaciyla itlik 7 ml PBS ile dikkatlice yikanip, COz inkubatorinde 37°C'de 2-5 dakika inkibe
edildi. PBS varliginda hiicreler flask yilizeyinden kaldirilip, ortama eklenen PBS; vakum sistemi
ile uzaklastirildi. Daha sonra flask yiizeyinden kaldirilmis hiicreler, 6nceden ilitilmis Test
Medium’da pipetle hafifce hiicre siispansiyonu homojenize edildi. Hiicreler Test Medium’da
seyreltildi. Kullanilmayan HEK-Blue™-4 hiicreleri, hiicre stogu i¢in kaldirildi. Stok alinacak

hicreler dondurucu ortamda (5ml siteril DMSO takviye edilmis biiyiime ortami) hiicreler
stispanse edilip, kriyotiip basina 1 ml hiicre siispansiyonu dagitildi, énce 30 dk -20°C de, sonra

-800C’de muhafaza edildi.
23



3.4. Kit Protokoluiniin Uygulanmasi - Endotoksin Analizi

1. 96 kuyucuklu diiz tabanli plakta (Test plak) ilk kuyucuktan baglanip 20 pl HEK-Blue™
Endotoksin Standart dilisyonlar1, diger kalan kuyucuklara sirasiyla kontrol ve hasta

serumlari eklendi. Sonrasinda tiim kuyucuklara 20 pl endotoksinsiz su eklendi.

2. Test Medium’da seyreltilmis 160ul HEK-Blue™-4 hcre slispansiyonu, tim kuyucuklara
eklendi. Test plak % 5 CO inkiibatériinde 37°C'de 18-24 saat inkiube edildi.

3. Inkiibasyon sonrasinda Test plakin karsilik gelen her bir kuyucugundan 20 pl alimip, yeni

bir plakin (Detection plak) her kuyucuguna 6zenle aktarildi.

4. Detection plak kuyucukarina, 180 pl QUANTI-Blue™ ¢klendi ve 1-6 saat 37°C'de inkiibe
edildi.

5. Son olarak inkiibasyon sonrasinda Detection plak, 620-655nm'de mikroplak okuyucuda

optik yogunluk degeri belirlendi. Numunelerin endotoksin konsantrasyonu hesaplandi.
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4. BULGULAR

Arastirma igin Harran Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Poliklinigine
herhangi bir gastroduodenal yakinma sebebi ile bagvuran, H.pylori pozitif pozitif peptik tlserli
43 hasta ve 43 saglikli goniillii alinarak, hasta ve kontol grubu olarak ¢alisildi.

Calismaya dahil edilenlerin yag ve cinsiyet dzellikleri Tablo 4’te gosterilmektedir. Yas
ortalamasi 40,5 14,3, kontrol grubunda 39,7 13,1 ve hasta grubunda 41,3 15,6 idi. Calismaya
katilanlarin %31,8’1 18-30 yas arasi, %43,9’u 31-49 yas arasi, %24.,2’si 50 yas ve {izeri idi.
Toplamda 29°u (%33.3) kadin, 57’si (%66,7) erkek idi. Hasta grubunda 13 (%30,3) kadin, 30
(%69,7) erkek; Kontrol grubunda 16 (%36,4) kadin, 27 (%63,6) erkekti. Yas ve cinsiyet

acisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu (p>0,05).

Tablo-4: Bireylerin yas-cinsiyet 6zellikleri

Degiskenler Sayi (n) Yuzde(%)
Yas

18-30 yas arasi 27 31,8

31-49 yas arast 38 43,9

50 yas ve lizeri 21 24,2
Cinsiyet
Kadin 29 33,3
Erkek 57 66,7

Caligmaya katilanlarin sigara kullanim aligkanliklart Tablo 5’te gosterilmekte olup,
36°s1 (%42,4) sigara kullanmaktayken, hasta grubunda 17°si (%39,4), Kontrol grubunda ise
19°u (%45,5) sigara kullanmaktaydi. Calismaya katilanlarin higbirinde alkol kullanimi yoktu.

25



Tablo-5: Sigara kullanimi

Degiskenler Hasta Grubu Kontrol Grubu

Say1 (n) YUzde(%o) Say1 (n) Ylizde(%0)
Sigara
Var 17 39,4 19 45,5
Yok 26 60,6 24 54,5

Endoskopik olarak alinan biyopsilerde; H.pylori siddeti hastalarin 19’unda (%43,9)
hafif, 21’inde (%48,5) orta, 3’tinde (%7,6) siddetliydi (Tablo 6).

Tablo-6: Hastalarin Patoloji Sonuglarinin Degerlendirilmesi

Degiskenler Hasta Grubu

Say1 (n) YUzde(%0)
Hafif 19 43,9
Orta 21 48,5
Siddetli 3 7,6

Gastroskopide peptik Glser (mide ulseri+duodenal (lser) saptanan ve biyopsi
sonucunda histopatolojik olarak H.pylori pozitif olan hastalarin gaitada antijen testi tim
hastalarin 17’°sinde (%40,0) H.pylori pozitif, 26’sinda (%60,0) H.pylori negatifti. (Tablo 7).

Tablo-7: Hastalarin gaitada H.pylori antijen testi

Degiskenler Hasta Grubu

Say1 (n) Yuzde(%)
Pozitif 17 40
Negatif 26 60

Hastalarin Ure nefes testi sonuglar1 ise 40 (%93,0) hastada H.pylori pozitif, 3 (%7,0)
hastada H.pylori negatif negatif olarak tespit edildi (Tablo 8).
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Tablo-8: Hastalarin Uire nefes testi

Degiskenler Hasta Grubu

Sayi (n) Ylzde(%o)
Pozitif 40 93,0
Negatif 3 7,0

4.1. ELISA Yontemiyle 8-OHdG Miktarimin Belirlenmesi

H.pylori pozitif peptik iilserli hastalarin serum Orneklerinde DNA hasar seviyesinin
belirteci potansiyeline sahip olan 8-Hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) referans alinarak, serum

orneklerinde 8-OHdG miktar1, ELISA yontemiyle tespit edildi.

B0

60

40

Absorbans Dederi (%)

o

B Kontrol Grubu

B Hasta Grubu

Gruplar

Grafik 1: Hasta ve Kontrol Grubu 8-OHdG agisindan karsilastirilmasi

DNA hasar analizi i¢in saglikli ve hasta serum 6rneklerine uygulanan ELISA yontemi

sonucunda elde edilen absorbans degerleri alinip, istatistiksel olarak anlamli fark oldugu

g6zlemlendi (p<0,01). Elde edilen sonuclara istinaden H.pylori pozitif peptik tlserli hastalar ile

saglikliklr kisiler arasinda 8-OHdG miktarinin farkli oldugu gézlemlendi.
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Tablo-9: H.pylori (+) Peptik Ulserli Hastalar ve Kontrol Grubu serum 6rneklerinde 8-OHdG
(ng/ml) degerleri

HastaGrubu Kontrol Grubu Istatistiksel
Parametre L.

Ortalama=*Degerleri | Ortalama*Degerleri | Anlamlilik Degeri
8-OHdG (ng/ml) 5,07+£1.89 2,37£1.18 p<0.01

4.2. HEK-Blue™ LPS Detection Kit ile Endotoksin Analizi

HEK-Blue™ LPS Detection Kit e¢lemant olan ve biyolojik olarak aktif endotoksini
saglayan HEK-Blue™-4 hiicreleri tarafindan endotoksin miktari tespit edilmektedir. Burada
amag; aslinda 6zel olarak tasarlanmigs HEK293 hiicreleri olan HEK-Blue™-4 hiicreleridir.
HEK-Blue™-4 hiicreleri endotoksin sensor hicreleridir ve LPS'ye karsi son derece duyarlt
olarak tasarlanmustir. Ozel olarak tasarlanmis bu hiicreler TLR4 yolag: ile TLR4 ve bir¢ok
gen eksprese etmektedir. Ayrica NF-xB ile indiiklenebilen, salgilanan embriyonik alkalin
fosfataz (SEAP) raportor gen ile birlikte eksprese etmektedirler. 0.01 EU/ml kadar duyarliliga
sahip ve dakikada LPS miktari, NF-xB aktivasyonuna yol agan HEK-Blue™-4 hicreleri

tarafindan tespit edilmektedir.

Endotoxin

(LPS)

@ﬂ_ __ QUANTHBlue

- ;"'““"x\
.-'f/ I \\\\\ 620-655nm’deabsorbans 6lgumii
I [Nl — (SEAR) +——— Ve endotoksin konsantrasyonun

\ hesaplanmast

A\ /4
\\Q‘:\ HEK-Blue =4 ¢ tl//

Sekil 8: HEK-Blue™ LPS Detection Kit ¢alisma prensibi
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Hasta ve kontrol grubu serum 6rneklerinde biyolojik olarak aktif endotoksinin tespitini

saglayan kit igerisinde mevcut HEK-Blue™-4 hiicreleri tarafindan tespit edilen endotoksin

miktarinin hasta ve saglikli bireyler arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu

gozlemlendi (p<0,01).

Tablo-10: H.pylori (+) Peptik Ulserli Hastalar ve Kontrol Grubu serum 6rneklerinde
endotoksin absorbans (ng/ml) degerleri

Parametre

HastaGrubu

Ortalama==Degerleri

Kontrol Grubu

Ortalama=Degerleri

Istatistiksel

Anlamlilik Degeri

Endotoksin (ng/ml)

10,39+3.36

452+1.73

p<0.01

HEK-Blue™-4 hiicre slispansiyonuna maruz birakilan hasta ve kontrol grubu serum

ornekleri 24 saat inkiibasyon sonrasinda substrat gorevi Ustlenen QUANTI-Blue™ eklendi.

Kit protokoliiniin uygulanmasi sonucunda elde edilen veriler gorsel olarak ifade edildi.

Endotoksin (%)

B Kontrol Grubu

M Hasta Grubu

Gruplar

Grafik 2: Hasta ve Kontrol Grubunun Endotoksin degerleri a¢isindan karsilastirilmasi
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H.pylori (+) pozitif peptik iilserli hastalarin serum 6rnekleri ve kontrol grubu serum
orneklerinde 8-OHdG ol¢iimleri ve endotoksin analizi yapildiktan sonra elde edilen veriler
degerlendirilerek bu iki parametre arasinda herhangibir iliski olup olmadig: tespit edebilmek

amaciyla son olarakta korelasyon analizi yapildi.

Tablo-11: Pearson korelasyon analizi

Korelasyon Endotoksin N
8-OHdG-DNA Hasari r: -0,259 43 Hasta
43 Kontrol

SPSS programinda yapilan korelasyon analizine gére DNA hasar belirteci potansiyeline
sahip 8-OHAG ile endotoksin seviyeleri arasinda negatif yonde zayif bir korelasyon oldugu

g6zlemlendi.
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5. TARTISMA

Dinya genelinde kanser yiksek mortaliteye sahip hastaliklarin basinda gelmektedir.
Mide kanseri diinya ¢apinda her yil yarim milyon insandan daha fazla kisinin 6liimiine sebep
olmaktadir. Mide kanseri, kansere bagh olimlerde 2.sirada yer almaktadir, ¢ok ¢esitli tedavi
stratejilerini  denenmesine ragmen H.pylori enfeksiyonu Ulkemizde ve diinyada sikilikla
gorilmekte ve hala zorlu bir klinik sorun olarak gorulmektedir. H.pylori infeksiyonu
gastrointestinal sistemde gorulmekte ve kot hijiyen kosullari, sosyoekonomik kogsullarin kotii
olmast enfeksiyon riskini arttirmaktadir. H.pylori insan mide mukozasinda kolonizasyonu ile
gastrit, peptik tlser, diisiik dereceli MALT lenfoma ve mide kanseri gibi hastaliklarda patojenik
O6neme sahip gram-negatif bir bakteridir. Sozkonusu bakteriyle infeksiyonlarinin insanlarda

yiiksek morbidite ve mortalite hizina sahip oldugu goriilmektedir (1, 16, 23).

H.pylori midede en sik antrum bolgesinde yerlesir. Giiniimiizde gastrik kanser, diger
doku ve organlart 6nemli derecede etkileyebilme potansiyeline sahip, 6nemli bir tehdit olarak
kabul gormektedir. H.pylori, gastroduodenal hastaliklarin olusmasi siirecinde etken bir faktor
olmaktadir. H.pylori prevalans: genel olarak etnik grup ve cografi bolgelelere gore farklilik
gOstermektedir. H.pylori pozitifligi prevalansi Tiirkiye’de bolge ve yas gruplarina gore
degisebilmektedir. Yasla birlikte bu siklik artmaktadir.Ulkemizde farkli oranlar saptanmis;
serolojik yontemler, hizli tireaz testi veya endoskopik biyopsilerin histopatolojik incelenmesi
sonucunda Sanliurfa’da %389,8, Van’da %87, Erzincan’da %78,4, Erzurum’da %71, Sivas’ta
%70,1, Konya’da %64, Istanbul’da %62,7, Kayseri’de %58,4, Giresunda %55,2, Trakya
bolgesinde %52,8 ve Kirsehirde %25,2 olarak bildirilmistir (22, 25). Ayrica peptik iilserin en
stk sebeplerinden biri H.pylori oldugundan ¢alismaya dahil edilen hastalar gastroskopisinde
peptik Glserli ve histolojik olarak H.pylori (+) olan hastalar alindi ve ¢alismada H.pylori’nin
enfeksiyon siirecini hiicresel boyutta ele alip pozitif peptik ilserli hastalarda DNA hasar
seviyesi ve endotoksin analizini irdeleyip bunlar arasinda bir korelasyon olup olmadigini,

korelasyon olmast halinde korelasyon giiclinii degerlendirmeyi amagladik.

31



H.pylori 100 000 yildan daha fazla stire igin insanlarla iliskilendirilmistir ve tarihdncesi
insanlar icin karmagik demografik olaylart izlemek amaciyla bir gosterge olarak kullanilir. Buna
baglh olarak diinya ¢apinda mide adenokarsinomu, Kansere bagh liimlerde 6nde gelen Uglincu
nedeni temsil etmektedir ve her yil yaklasik 700.000 kisi bu maligniteden Slmektedir. Son
epidemiyolojik verilere gore diinya ¢apinda kanser vakalarinda mide kanseri; erkeklerde
dordlncti, kadinlarda besinci nedeni olmakta ve kansere bagli 6limlerde erkeklerde uglinc,
kadinlarda besinci siradadir. Buna gore H.pylori enfeksiyonunu tetikleyen Nitrik oksit (NO)
metabolitleri, gastrit ve gastrik kanser gelisiminde risk faktorii olarak degerlendirilmektedir.
Yapilan ¢alismalar HP kolonizasyonunun mide ve hatta diger organlardaki mevcut mikrobiyota
kompozisyonunu degistirebilecegini gostermistir. Ayrica Son yillarda, HP'nin konak savunmasini
nasil zayiflattigini agiklamak igin ¢esitli molekiiler yollar ortaya ¢ikarilmistir. Bu ¢alismalar,
enfeksiyonun klinik sonucunun; kompleks konak-patojen etkilesimleriyle diizenlendigini ortaya
koymustur. Virulans ile iligkili olarak kemotaksi, oksidatif stres indiiksiyonu, reseptor tirozin
kinaz, E-cadherin, integrinler, transkripsiyonel yanitlarin manipulasyonu (proinflamatuar,
proliferatif ve antiapoptotik genlerin indiiksiyonu, asit sekresyonunun baskilanmasi gibi) ve
epitel bariyerin bozulmasi gibi 6zellikleri icermektedir. Ayrica H.pylori virulans faktorlerinden
VacA; konak hiicre icerisinde hiicresel vakuolizasyona neden olmakta ve buda Ulserasyon
stirecine isaret etmektedir. HP, hidrojen peroksit seviyelerini artirarak oksidatif strese neden
olmaktadir (10, 34).

Oksidatif stres, biyolojik sistemlerde hiicresel metabolizma sirasinda veya gesitli yollarla
olusan oksidan serbest radikallerdeki artiga karsilik antioksidanlarin yetersiz kalmasi sonucu
molekiler hasara neden olabilecek oksidatif dengenin bozulmasidir. S6z konusu oksidan
molekdllerin hiicre i¢i hedefleri organizmanin yapi elemanlari olan DNA, protein, lipid ve
karbonhidrat gibi biyolojik éneme sahip molekillerdir. Bu yapilara kalict hasarlar vermeleri
sebebiyle olduk¢a zararlidirlar. Oksidatif stres, basta kanser olmak tizere bir¢cok hastaligin
patogenezinden sorumludur. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda, HP ile enfekte hastalarda epitel

hlcreleri, nétrofiller ve makrofajlarin reaktif oksijen tirlerini (ROS) tirettigi gozlenmistir (34).
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ROS, oksitlenmis baz (8-hidroksi-guanin) formlarina, zincir kopmalarina ve DNA'nin
capraz baglanmasina neden olmaktadir. HP ile enfekte mukozada ROS ile iligkili DNA hasari ve
genomik kararsizligin tiimor baglangicinda ve ilerletilmesini icerdigi diisinilmektedir. HP
genellikle proksimal olarak telomerlere ve transkripsiyon bélgelerinde essiz bir DNA hasarini
uyarmaktadir. Ayrica mitokondrial DNA'nin (MDNA) kararsizliginda da HP enfeksiyonu
sorumlu tutulmaktadir. Yapilan kok hiicre ¢alismasinda mide kanserli hastalarin mukozasinda
HP varliginin oksidatif strese bagli DNA hasarmma neden oldugu gézlenmistir. HP’nin
lipopolisakkarit (LPS) etkileri de gézlenmistir (34).

H.pylori enfeksiyonunun gastrik epitelyal hiicrelerde oksidatif DNA hasar1 ve apoptoziyi
indiikledigini kanitlanmistir. H.pylori enfeksiyonunun en ciddi DNA hasar tirt olan DNA ¢ift
zincir kiriklarini indiikledigi in vivo sartlarda gdsterilmistir. Daha da 6nemlisi oksidatif strese
bagli DNA hasarin, H.pylori ile iligkili gastrik hastaliklarin patogenezinde onemli bir faktor
oldugu disitiniilmektedir. H.pylori, NADPH oksidazi aktive etmekte ve gastrik epitel
hlcrelerinde reaktif oksijen tirlerinin (ROS) tiretimini arttirmaktadir. H.pylori tarafindan tiretilen
ROS dretimi, NFkB yolagint aktive etmekte ve gastrik epitel hiicrelerinde apoptoz ve DNA
hasarinda 6nemli rol oynamaktadir. Bae ve dig. Balb/c farelerinin gastrik mukozasinda H.pylori
enfeksiyonunun, oksidatif DNA hasari, hicre donglsu tutuklanmasi ve apoptozu igerdigini
bildirmiglerdir. Yapilan ¢alismada H.pylori enfeksiyonunun in vivo oksidatif DNA hasarina
neden oldugunu dogrulamak amaciyla, 8-0kso-2'-deoksiguanozin (8-OHdG)
immiinohistokimyasal olarak analiz edilmis ve 8-OHdG ekspreyonunun arttirildigi gézlenmistir.
Ayrica ROS ve Malondialdehit seviyelerinin de arttigi gézlenmistir. Ayrica H.pylori kaynakli
DNA hasarinin ROS seviyesine bagli oldugunu gostermistir (11, 50). Xie ve ark. Yaptig
calismayla uyumlu olarak; bu ¢alismamizda da DNA hasarinin bir metabolik triini olan

8-OHdG nin hasta ve kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu gézlemlendi.

(Cogu Gram negatif bakterilerin kurucu biyomolekiilii olan LPS tipik olarak ti¢ alandan
olusmaktadir: dis membranda bulunan hidrofobik lipit A (endotoksin); hlcreden dis ortama
uzanan O-antijen degiskeni ve O-antijeni lipit A'ya baglayan oligosakkarit. Ylksek oranda
acillenmis bir glikolipid olan Lipopolisakkarit (LPS), H.pylori'nin midede kolonizasyonu ve
kalicilig1 i¢in anahtar bir faktordir. Sahip oldugu essiz lipit A yapisi, H. pylori'ye Toll benzeri
reseptér 4’ten (TLR-4) ka¢inmasimi ve katyonik antimikrobiyal peptitlere (CAMP) direng

gosterme yetenegini saglamaktadir (51).

33



H.pylori LPS yapisi ile konak¢i immiin sisteminden kacinabilmekte ve kalici enfeksiyon
sirasinda ortama uyum saglama yetenegine katkida bulunmaktadir (19, 20, 51). Literatiirde
ozellikle pozitif peptik tilserli hastalar tizerinde boyle bir ¢alismaya rastlanilmadigindan analiz
verileri literatiir agisindan kiyaslanamamistir. Calismamizda endotoksin analizi i¢in hasta ve
kontrol grubu miktarlart kargilagtirilmis ve iki grup arasinda anlamli fark oldugu tespit edildi.
Ayrica DNA hasar seviyesi endotoksin miktar1 arasinda iliski olup olmadigimi tespit etmek
amaciyla korelasyon analizi yapilmis ve negatif yonde zayif bir korelasyon oldugu tespit edildi.
Bu baglamda H.pylori, sipesifik hicre ici sinyal iletim yollarini ya modiile ederek ya da
kullanarak konaker ile temasta molekiiler iletisime baglh oldugu g6z ardt edilememektedir. Bu
calisma ile H.pylori enfeksiyon siirecine farkli bir yaklasim tarzi ile 6zellikle tedavi
stratejilerinin gelistirilmesinde yeni hedef molekiillerin ve metabolik yolaklarin ele alinmasina,
H.pylori ile iligkili hastaliklara karsi yeni bir yaklasima katki saglamaktir. Ayrica mide
kanserinin gelisiminden sorumlu olabilecek mekanizmalar hala yeterince anlasilmadigindan,
yeni koruyucu stratejiler gelistirmek igin daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir. DNA hasar ve
endotoksin analizi iligkisinin daha etkin belirlenebilmesi icin daha genis kapsamli Klinik

arastirmalarin planlanip yiriitiilmesi gerekmektedir.
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