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ÖZET

H.pylori (+)

slim GÜLER

olan Helicobacter pylori, mide suyu

dünya

kolonizedir. -dudenol klinik tablolardan ve

komplikasyonlardan (gastrit, mide ve peptik ülserler ve mide kanserleri) sorumludur. Mide

.

milyondan fazla .

li

için DNA hasar seviyesini tespit etmek ve bakteriyel endotoksini hücresel boyutta analiz

etmektir. Bir korelasyon v H.pylori

tir. , kitler

-OHdG (Hidroksideoksiguanozin)).

Endotoksin analizi HEK-BlueTM LPS Detection Elde edilen veriler analiz edildi.

Analizler sonucunda elde edilen verilere göre hasta ve kontrol grubu

bulundu ve bu . Günümüzde,

H.pylori enfeksiyonu ve mide kanserleri için mükemme , bu nedenle

.

Anahtar Kelimeler: H.pylori, Peptik Ülser, Endotoksin, Mide Kanseri
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ABSTRACT

INVESTIGATION of ENDOTOXIN and DNA DAMAGE LEVEL

in PATIENTS with H.pylori (+) PEPTIC ULCER

GÜLER

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
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ve AMAÇ

Tarih boyunca insan hay , enfeksiyon

mikroorganizmalar büyük oranda bölgelerinde,

mikroo herhangibir zarar hatta mikroorganizmaya yararlar

, ayan mikroorganizmalar, normal mikrobiyal flora

r. Organizma mikroorganizmalar, vücutta pH, nemi ve mevcut

uygun bölgeyi seçer ve kolonize

olurlar. Bu m ilemektedir. Bu

olup,

.

Gram-

Gram negatif bakteri olan Helicobacter pylori

Mide suyu H.pylori, mukozal mukus tabakas yer

bir bakteridir.

H.pylori enfeksiyonu peptik ülser, gastrit ve mide karsinomu ile önemli ölçüde

anda dünya genelindeki

günümüzde gastrik kanserin

H.pylori

gastroduodenal ,

bakteriyoloji ve gastroenter birisidir. Dünyada en

nfeksiyon, H.pylori aktif kronik gastrit

enfeksiyonudur. H.pylori bakterisi dünya nüfusun

dokusunda kolonize olabilen patojen bir bakteridir. Tüm dünyada e

tabilmektedir. H.pylori

tedavisi, la zorlu bir klinik sorun olarak

görülebilmektedir.

Günümüzde H.pylori

ve gerek primer gastrik MALT (Mucosa Associated Lenfoid Tissue) gerekse karsinom

H.pylori
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ki söz konusu hasar DNA

Tü genetik materyallerini çevresel zararlara

koruyabilmek DNA tamir na sahip olabilmektedir

bir mutasyon ile kansere kadar gidebilen

süreçte mutasyon, ,

hücre ölümü, iderilmesi gibi

. Bu süreçteki herhangi bir anormallik

kansere veya a neden olabilir birçok

deneysel ve epidemiyolojik verilerle desteklenebilmektedir.

ene maruz

. Hasar kayna olarak ultraviole radyasyon,

mantar türevli aflatoksin, kemoterapötik ajanlar, oksidatif metabolizma gibi etmenler

gösterilebilir. genetik , kanserin

karakter .

olan H.pylori bakterisinin

hastalarda endotoksin

Üniver

yak H.pylori pozitif peptik ülserli

-OHdG ELISA testi ile endotoksin analizi ise HEK-BlueTM

LPS Detection Kit ile Analizler sonucunda elde edilen veriler
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2. GENEL

2.1. Helicobacter pylori

itibaren hayat boyu mikroorganizmalar ile temas halindedir.

Mikroorganizmalar ile gas

ülseratif lerin kolonizasyon göstermesiyle

sonra (1). G. Bizzozero, 1

köpeklerin mide spiral haldeki mikr

(2 Doenges 242 insan midesi de spiral

(1,2).

H.pylori bakterisinin gastroduodenal si ilk kez 1979

ve spiral mikroorganizmalar mide mukoza

edil in vitro olarak, ilk kez Berry Marshall üret (3). lk

defa Dr. Robin Warren ve Dr. Berry Marshall H.pylori bakterisini

ülserli hast . H.pylori

Campylobacter like bakteri (CLO) ismi

. 1987

H.pylori bakterisi, Campylobacter pylori (4).

Goodwin ile Campylobacter genusundan ikal

midede izole edilmesi Helicobacter pylori

5). H.pylori

bütün genomun sekans ,

ileri düzeydeki

.

filogenik analizler sonucunda ,

Proteobacteria al (6).

H.pylori enfeksiyonun,

göster ir (4). Peptik ülser, dünya üzerinde tüm toplumlarda halen en çok maddi
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çok eskilere dayanmakt

memeli hayvan midesindeki hidroklorik asidin dispeptik semptomlar

7).

H.pylori enfeksiyonu ile

tir ,

H.pylori bakterisinin peptik ülserin

H.pylori için tedavi olmala . Örgütü

International Acency for Cancer Research H.pylori

kanserojen etkiye sa 8).

H.pylori enfeksiyonun gastrik Non-Hodgkin

tir (9). Son olarak H.pylori eradikasyon

tedavisinin intestinal metap mide kanser ,

ancak mide 10).

2.2. Helicobacter pylori Mikrobiyolojisi

2.2

Helicobacteracea ailesi içerisinde yer alan Helicobacter hayvan ve insa

gastrointestinal sistemde görülen mikroaerofilik spiral

bakterilerdir. B Helicobacter

tek cinsi Helicobacter y erin bütününde

gastrointest görülmektedir (1).

Helicobacter mektedirler. H.pylori;

da görülmekte, safra nda da etkili oldu

moleküler 11).
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H.pylori için en önemli do al ortam gastrik . Mikroorganizma mukozal

yüzeyde ilerlemekte ve özellikle antrum bölgesine yerle mektedir. Antrum bölgesi alkali

mukus sekrete etmektedir. Hastalardan elektron mikroskobunda

incelen H.pylori midede mukozal hücreler

histopatolojik hücresel

iskelet , hücre , müsin granüllerinin kayboldu u ve

hücreler aras desmosom kayboldu u gözlemlenmi tir (12).

2.2.2. Görünüm Özellikleri

H.pylori bakterisinin boyu 2,5- , eni 0,5- , sporsuz, spiral ya da virgül

lmektedir. Mukus yüzeyinden haz rlanan preparatlarda daha uzun ve k vr m

morfoloji kolonilerinde spiral formlara az

rastlanmakta, k vr m basil eklindedirler.

gastrik doku örneklerinden haz rlanan preparatlar ise düzensiz, çubuk ya da yuvarlak

morfolojiye sahip olabilmektedir (13).

H.pylori

Orijinal formdaki Helicobacter türleri sahip olduklar 1-6 adet unipolar flajellalar

(14).
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2.3. H.pylori sal Özellikleri

2.3.1. H.pylori Hücre Duvar

ler

lipopolisakkarit peptidoglikan tabaka

geçirgen özelliktedir. sitoplazmik membrana sahip, tipik gram

H.pylori hücre duvar yap s nda fosfatidil kolin gibi polar

ba l nötral fosfolipitlerle birlikte fosfatidiserin gibi asidik fosfolipitler de bulunmaktad r.

H.pylori gram negatif bakterisinin peptidoglikan tabakas yüksek derecede

a zincir glisin aminoasidiyle sonlanmakta ve anhidro-N-asetilmuramik asit

içermesi sebeniyle (15).

H.pylori lipopolisakkaritleri enfeksiyonun . Bakteri

bu sayede vede patolojiye sebebiyet vermektedir (14, 16).

, gram

negatif bakterilere oranla (16).

2.3.2. H.pylori Lipopolisakkaritleri (LPS)

Bakterinin ve gram negatiflerde Lipit A görülmektedir. Lipit A düz

polisakkaritleri içermektedir antijenik

özelli . H.pylori Bu sayede bakteri mide

mukoza na olanak

(18). H.pylori lipopolisakaritleri doku antijenlerinin N-asetillaktozamin

rezid immun mukoza da

mektedir (19).

H.pylori Lipid A; gram negatifler .

Genellikle kolonizasyon n yap s nda mutasyonlar bildirilmi tir.

D farkl , H.pylori su lar nda Lipid A yap s nda biyolojik olarak aktivitesinin

, ya asitlerinin ise fosforil görülmektedir (20).
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2.4. H.pylori Genomik Özellikleri

H.pylori

Borriello ve ark. a genin hücre ili

- metabolizmas

genler ve oksidasyon-redüksiyon genleri

bölgelerini tan mlam t r. Bakteride virulans cagA,

hpaA, flaA-flaB, lipopolisakkarit genler ve vacA geni gösterilebilir.

tekrarlad belirlenmesi sebebiyle H.pylori nin genomik faaliyetlerinde

özelliklede e le s kl (18).

2.5. H.pylori Kültür ve Üreme Özellikleri

H.pylori mikroaerofilik bir bakteridir (%10 CO2, %5 O2, %85 N2). Üremeleri için ideal

(1). H.pylori için Skirrow agar gibi modifiye zenginle tirilmi

besiyerleri kullan lmaktad besiyerlerinde 4-

koloniler o (21).

2.6. H.pylori

Dünya genelinde çok say da insanda nin kolonize ol r. Bu nedenle

H.pylori güçlü bir yay . H.pylori

- enfeksiyon için

tür (22).

H.pylori -

-

H.pylori a (23). iledeki

fert say s H.pylori bula riskini art (24).
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2.7. Patogenezde Etkili Bakteriye Ait Virulans Faktörleri

H.pylori virulans faktörleri (26).

Enfekte bireylerde genellikle belirgin klinik semptomlar olmamakla birlikte

histopatolojik olarak kronik gastrik inflamasyon ile karakteristiktir. spiral

ekli ve k l fl polar flagellalar bakterinin mukusta ilerlemesinin üreaz

bikarbonat-amonyak katman yla, gastrik asit engeli ile mukoza

a abilmektedir (21).

Nitekim flajella ile ilgili proteini kodlayan flgE geninde ,

flagellas z, hareketsiz ; ancak flagellinin sentezi

sürdürülse de kolonizasyonun gerçekle (27).

2.7.1. Adhezinler

H.pylori bakterisi öncelikle konak e ba lan

H.pylori mide lümenin besin

adhezyon . Bakteri, gastrik epitele

kullanmakta, SabA, OlpA ve HspA vs.

daha ilk belirlenen adhezinlerdir (28).
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Membran ba l protein BabA, tan mlanm en iyi H.pylori adhezinidir. Bu adhezinin

terminalinde bulunan yap lar, gastrointestinal sistem mukozas nda bulunan kan grup

antijenlerini taklit bildirilmektedir (29).

2.7.2. Katalaz ve Süperoksit Dismutaz

H.pylori , antioksidan

koruma mekanizmas nda rol oynayan katalaz ve süperoksit dismutazd r. Bunlar bakterinin

reaktif oksijen türlerinden; hidrojen peroksit radikali ve hidroksil

moleküllerinden koru (30).

2.8. Organizmada Hasar Olu turan Virulans Faktörleri

2.8.1. cagA Patojenite Adas (cagPI) ve cagA Geni

Sitotoksin geni olan cagA geni, genomik patojenite adas bir gösterge

görevi üstlenmekltedir. Genomik patojenite adas nda kodlanan genler Tip-IV sekresyon

sistemini (T4SS) kodlamaktad r. Bu sistem CagA protei ndaki hücreye

(31). Src kinaz fosforilasyona

. Src kinaz molekülleri; temel hücre iskeletiyle ilgili olaylarda, proliferasyonda ve

(32).

H. pylori, Tip IV sekresyon sistemi ile hücrelerine enjekte

ederken, Vac VacA aktif Src fosforilasyonu

. Aktive Src tirozin fosfor . Son olarak CagA, SHP2

r ile etkil (33).

n N-terminal ucu hücre

(35). Burada E-cadherin gibi proteinlerle mukoza fonksiyonlar n ve adherensi

(36).
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. AZ-521 hücrelerinde H. pylori enfeksiyo

fosforilasyonu (33).

Sonuçta epitelyal polarite kaybolmakta ve transforme karsinoma hücreler invaziv tipi

hücresel davran lar sergilemektedirler (35). malar nda CagA E-

katherini etkileyip -katherin sinyalini b astrik epitel hücrelerde intestinal

diferansiyonu ilerleterek karsinogenezisisi tetikledi i gösterilmekkatedir (36, 37).

2.8.2. vacA (Vakualizasyon Yapan Sitotoksin) Geni

H.pylori vacA geni,

sitotoksin proteinin . n çe itli toksijenik

özellikleri vard r. Toksin mitokondriyal membranlardaki por olu umu yoluyla apoptozis

konak hücre ölümünü indükledi i (38).

olarakta pro-apoptotik sinyal moleküllerinin aktivasyonu

dü ünülmektedir (39).

aktif

inaktif

AZ-521 Hücreleri
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2.9. H.pylori ve Oksidatif Hasar-

Gastrointestinal

antijenlerle sür .

antijen tehdidi içeren mekanizmalar yoluyla stresli reaksiyonlara neden olabilmektedir. GI

lümeni için H.pylori, steroid olmayan antienflamatuar ilaçlar ve gastrik asit dahil birçok faktör

amasyon sebebi olabilmektedir.

Oksijen için gerekli ve vücuttaki en önemli metabolik maddedir. Buna

oksijen,

hücresel streslere neden olabilmektedir. ROS, hücresel sinyal ve enerji iletiminin önemli bir

-

ROS,

ak mutasyonlara neden olabilmektedir.

(40).

oksidatif stresin derecesini öngören hassas bir belirteç olabilecek,

-hidroksideoksiguanozindir

(8-OHdG). 8-OHdG, oksidatif

(40).

4. 8-hidroksi-2-deoksiguanozin.
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DNA molekülü

ajanlar gibi faktörlerle oksidatif stres -okso-7,8-

dihidroguanin (8-okso- a

-T veya G-

hücrelerindeki nükleotit eksizyon tamir (NER) enzimleri gibi çoklu tamir sistemlerinin

8-oxo-Gua'nin tehlikeli etkileri engellenemebilinmektedir. Sonuç olarak,

8- (40).

-OHdG'nin

8-

. Nükleer ve mitokondriyal DNA'da 8-

oksidatif lezyonla (40).

2.10. mmünite

Konak, H.pylori ile temasta yüksek derecede immün yan tlar olmakta, ancak bakterinin

çe itli mekanizmalarla enfeksiyon, y llarca sürebilmektedir (41). H.pylori

mukozal ortama kolonize o kona n do ,

enflamasyon öncüsü gibi etkili moleküllerin sekresyonu artmaktad

aktive ederek hücre proliferasyonunu uyar c , apoptozisi inhibe edici etkilerini ortaya

ç kar (42).
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Mukozada programl bir fizyolojik süreç olan mide epitelyal apoptozisi ile

karsinogenezisde büyük role sahiptir (42).

5. H.pylori patojenite faktörleri ve p
(34).
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2.11

H.pylori kro . Kronik gastrit, gastrik

karsinomunn . Ek olarak metaplazi ve di H.pylori

arsinoman

mekanizma ise;

hücrelerin süper ak karsinojenik nitrozamine

. Buda

16).

6: H.pylori ve Enfeksiyon Tablosu

Kanser; genetik bozukluk yani kontrolsüz h .

ivasyonu, DNA tamir

durumlar temel fizyopatoloj (43).

Konak
Genetik

Faktörleri

Konak
Virülans

Faktörleri

Peptik Ülser MALT Lenfoma

Gastrik Kanser
Metaplazi

Kronik
Enfeksiyon

H.pylori
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malig

kanseridir (43). Mide kanseri dünya genelinde dördüncü s kanserle

elerinde gö

iki kat daha

etkilenmekte ve ortalama gör -

(44).

y nda mide kanseri etiyolojisi için önemli meka

sisteminde (45).

Tablo-1: H.pylori faktörler (46).

Faktör

IL-8
epiteliyal hücrelerde
proliferasyona neden olur. NF-

-2
ekspresyonu, pro-angiogenic
aktivite.

IL- Makrofaj ve aktivasyonu. IL-6 Hipergastrinemi ve epitelyal
-2

Ekspresyonu Pro angiogenic aktivite. Matrix
metalloproteinaz sekresyonunu

Makrofaj aktivasyonu ve Hipergastrinemi ve epitelyal

hücrelerde proliferasyon. NF-
apopitozis ve epitelyal bariyerde aktivasyonu ve COX-2
bozulma. Mikrovasküler epitelyal

ekspresyonu.
hücre proliferasyonu ve yara

Reaktif

Oksijen Öldürülmesi
angiogenezis.

Ürünleri

Nitrikoksid
Öldürülmesi

inhibisyonu, apopitozis
inhibisyonu, Angiogenik aktivite.
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2.12. Helicobacter Enfeksiyonlar n n Epidemiyolojisi

Dünyadaki en yayg n enfeksiyonlardan biriside H.pylori enfeksiyonudur. Enfeksiyonun

. H.pylori devletlerin ekonomik, sosyal, kültürel geli me

düzeyleri ile ili kili oldu u kabul edilmektedir. tükürü

yolla bula abildi i fikrini desteklemektedir. teryallede

olabilmektedir (18).

H.pylori yüksek oranda r.

.

ülkelerde ise nufusun

% 80-90 enfekte o ülkelerde etkenin

olmakta ve ömür boyu devam etmektedir (47).

2.13. H.pylori Hastal klar

2.13.1. Gastrit

H.pylori enfeksiyonu olarak en çok görülen kronik gastrittir. G

son olarak Sydney sistemine göre yap lm t r. Gastrit patogenezinde H.pylori'nin

Sydney Klasifikasyon Sistemi ile gastrik patolojiler, histopatolojik ve

. Gastrik dokuda H.pylori'nin

ispatlanabilmektedir. H.pylori; direkt veya indirekt ete

(48). Mukozada bakteri genellikle yamal bohça lokalize

. mayan dizilim ve mukusta azal

ir (49).

2.13.2. Peptik Ülser

Peptik ülser, mide asidi ve pepsin gibi agresif faktörlerle mukozal savunma

.

gastrointestinal sistemde görülen ülserlere peptik ülser denir. Duodenal ve gastrik ülseri

tiyolojisi m Carrick ve

H.pylori nin ülserasyonu 52 ka (47).
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2.13.3. Gastrik Atrofi, Mide Kanseri ve MALT Lenfoma

H.pylori gastriti; neden

duodenal ülser, gastrik ülser veya kanser prognozu ile

sonuçlanabilmektedir. Söz konusu mikroorganizma

indüklemekte, metaplazi olu da patolojik bir etkendir. Correa intestinal tip

gastrik kansere yo , bezler zamanla gerilemektedir.

H.pylori ile infekteli kronik gastritli bireylerin çok midede asidik

, Correa hipotezi H.pylori bir

taraftan ndaki hem hidroklorik asit hem de askorbik asit seviyesini ,

buraya mesiyle umu

mukozada

e kanserojeneze sebebiyet vermektedir (47). H.pylori

gastritinde mukozada lenfoid moleküller görülmektedir. Gastrik lenfomalar B lenfosit

hücre ur, lenfo .

H.pylori B hücreli MALT lenfoma kat

(47).
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3. MATERYAL ve YÖNTEM

3.1. Materyal

prospektif olarak

gastroskopik tetkikinde peptik ülser saptanan, üre nefes testi, histopatoloji veya gaitada

H.pylori H.pylori pozitif peptik ülserli

43 hasta ve ç . -70

H.pylori pozitif peptik ülserli hastalar dahil edildi. Özellikle ileri evre demans,

Hastalar, endoskopi

örnekler Tüm hastalara

aktivitesi Heliprobe analizörle 250 saniye ölçüldü. Pozitif ve negatif sonuçlar Hegedus ve ark.

-

cpm: pozitif olarak kaydedildi (17). -

OHdG (8-Hydroxydeoxyguanosine) Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) (Fine

Test; Wuhan Fine Biotech Co., Ltd., Catalogue No: EU2548) kit ve endotoksin analizi için

HEK-BlueTM LPS Detection Kit 2 (InvivoGen; Colorimetric cell-based assay; Catalog: rep-

lps2; Version: 15C04-MT) kitleri Analizler sonucunda

elde edilen veriler SPSS (Statistical Package for Social Science) istatistik progr

DNA hasar seviyesi için serum örneklerinde 8-
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korelasyon analizi için .

3.2. YÖNTEM

3.2.1. 8-OHdG - DNA Hasar Seviyesinin Belirlenmesi

DNA hasar belirteci olarak 8-OHdG referans , 8-OHdG ELISA kiti

üretici Metod,

ng/ml - 100

n

Test metoduna göre l

içerisinde mevcut liyofilize standart tüp içerisine 1 ml Sample/Standart dilüsyon tamponu

eklendi. Konsantre standart 100 ng/ml olup, 6 adet ependorf tüpe(Isolab) 300 µl

Sample/Standart dilüsyon tamponu eklendi

Tablo-2.

Standart Konsatrasyon S0 S1 S2 S3 S4 S5 S6

Standart Konsatrasyon(ng/ml) 100 50 25 12.5 6.25 3.125 1.56

tamponu 750 ml distile su

Bu nedenle -labeled Antibody(Concentrated)), Antikor

-antikoruna 5.94 ml

Antikor dilüsyon tamponu ilave edilir. Son olarak HRP-Streptavidin Konjugat (SABC

S Bunun içinde SABC
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0.1 ml 9.90 ml SABC dilüsyon tamponu ilave edildi.

1. . Daha

sonra plak t blank

( serum

örnekleri eklendi.

2.

eklenip, kit içerisindeki plak (Thermo)

3.

4. -

nkübe edildi. Süre sonunda plak

5. strat eklenerek, - rtamda inkübe

6. Son olarak, mikroplak okuyucuda (Thermo, Multiskan Go) optik

450)
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3.2.2. Endotoksin Analizi

Serum örneklerinde biyolojik olarak aktif endotoksinin tespiti HEK-BlueTM

LPS Detection Kit2 (InvivoGen

7. HEK-BlueTM LPS Detection

r

3.3. HEK- -4 Hücrelerin Kit Protokolüne Göre

3.4. Kit Protokolün - Endotoksin Analizi

3.3. HEK- -

3.3.1. HEK- -4 Hücreleri ve Medium

HEK- -

- mbriyonik

alkalin fosfataz (SEAP) raportör gen ile birlikte eksprese etmektedirler

NF- - -4 hücrel .
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3.3.2.

Hücrelerin acak; %10 endotoksinsiz FBS (50 ml

Endotoksi nvivoGen), %1 l-glutamin(Sigma) ve %1

penisilin/streptomisin(Sigma) DMEM)

(InvivoGen) büyüme o . Test mediumu ise 30 dakika 56°C'de

3.3.3. QUANTI-

- steril bir

QUANTI-

ipsin-EDTA çözeltisi içinde 10 ml 1X Tripsin-EDTA (Sigma) ile 20ml

3.3.4. HEK-

Kit içerisindeki HEK-

endotoksin içermeyen su eklenip,

EU/ml'lik bir konsantrasyona sahiptir

1.0 EU/ml HEK- toksin Standart stok çözeltisi 1.0 EU/ml HEK-Blue

endotoksin içermeyen su kullanarak mikroplakta 1.0 EU/ml HEK-

stok çözel

Tablo-3. HEK- 1.0 EU/ml

Standart

Konsatrasyon
S0 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9

Standart

Konsatrasyon(EU/ml)
1.0 0.5 0.25 0.125 0.062 0.031 0.016 0.008 0.004 Blank
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3.3.5. - -4 Hücrelerinin Çözdürülmesi

Hücre kültürü için malzemeler üretici firmalardan temin edilip, 60-

90

ekontamine edildi. kabin, 15

lkolle silindi. Sterilize

ed

HEK-BlueTM

LPS Detection Kit larak temin edilen HEK- -4 hücreleri 37°C su

olup

büyüme o steril

1200 rpm'de 5 dakika santrifüj

edildi.

.

büyüme o

cm2'lik hücre (flask) CO2 inkübatöründe(Thermo) 15 dakika bekletildikten sonra

+

%5 CO2 (Olympus CKX41) ile kültür

günlük gözlemlenerek hücrelerin büyümesi takip edildi. 75 cm2'lik flakstaki hücreler %50-80'e

- er tripsinize

-

büyütüldü. Endotoksin analizi için kit prösedüründe kullanabilmek için; 1X HEK-

- -

CO2 inkübatöründe 37°C'de 2-5 dakika inkübe

; vakum sistemi

Test

seyreltildi. -Blue -

hücreler dondurucu ortamda (5ml siteril DMSO takviye edil

süspanse edilip, önce 30 dk -20ºC de, sonra

-80º
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3.4. Kit Protokolün - Endotoksin Analizi

1. 96 kuyucuklu düz taban ) ilk kuyucukt -

kontrol ve hasta

2. - -4 hücre süspansiyonu, tüm kuyucuklara

eklendi. Test plak % 5 CO2 inkübatöründe 37°C'de 18-24 saat inkübe edildi.

3.

4. µl QUANTI- -6 saat 37°C'de inkübe

edildi.

5. Son olarak inküba , 620-655nm'de mikroplak okuyucuda

.
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4. BULGULAR

herhangi bir gastroduode , H.pylori pozitif pozitif peptik ülserli

43 hasta ve 43 s .

4 dir. Y

ortalam 14,3, kontrol grubunda 39,7 13,1 ve hasta grubunda 41,3 15,6 idi.

- - .

Toplamda (%66,7) erkek idi. Hasta grubunda 13 (%30,3) 30

(%69,7) erkek; Kontrol grubunda 16 (%36,4) 27 (%63,6)

Tablo-4: -cinsiyet özellikleri

Yüzde(%)

18- 27 31,8

31- 38 43,9

21 24,2

Cinsiyet

29 33,3

Erkek 57 66,7

Tablo 5 e gösterilmekte olup,

(%42,4) si

19 u (%45,5) si hiçbirinde alkol kullan
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Tablo-5:

Hasta Grubu Kontrol Grubu

Yüzde(%) Yüzde(%)

Sigara

Var 17 39,4 19 45,5

Yok 26 60,6 24 54,5

opsilerde; H.pylori

inde (%48,5) o (Tablo 6).

Tablo-6:

Hasta Grubu

Yüzde(%)

Hafif 19 43,9

Orta 21 48,5

3 7,6

Gastroskopide peptik ülser (mide ülseri+duodenal ülser) saptanan ve biyopsi

sonucunda histopatolojik olarak H.pylori pozitif olan gaitada antijen testi tüm

17 sinde (%40,0) H.pylori pozitif, 2 H.pylori negatifti. (Tablo 7).

Tablo-7: gaitada H.pylori antijen testi

Hasta Grubu

Yüzde(%)

Pozitif 17 40

Negatif 26 60

üre 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: Hast üre nefes testi

Hasta Grubu

Yüzde(%)

Pozitif 40 93,0

Negatif 3 7,0

4.1. ELISA Yöntemiyle 8-OHdG

H.pylori pozit serum örneklerinde DNA hasar seviyesinin

belirteci potansiyeline sahip olan 8-Hidroksideoksiguanozin (8- serum

örneklerinde 8- , ELISA yöntemiyle tespit edildi.

DNA hasar ana serum örneklerine uygulanan ELISA yöntemi

gözlemlendi (p<0,01). Elde edilen sonuçlara istinaden H.pylori pozitif peptik ülserli hastalar ile

- emlendi.

Grafik 1: Hasta ve Kontrol Grubu 8-
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Tablo-9: H.pylori (+) Peptik Ülserli Hastalar ve Kontrol Grubu serum örneklerinde 8-OHdG

Parametre
HastaGrubu

Ortalama

Kontrol Grubu

Ortalama

8-OHdG (ng/ml) 5,07 1.89 2,37 1.18 p<0.01

4.2. HEK- Endotoksin Analizi

HEK- biyolojik olarak aktif endotoksini

HEK- -4 Burada

- -4 hücreleridir.

HEK- -4 hücreleri endotoksin sensör hücreleridir

olarak tasarla u hücreler

-

fosfataz (SEAP) raportör gen ile birlikte eksprese etmektedirler. 0.01 EU

sahip ve d NF- - -4 hücreleri

.

: HEK-

620- deabsorbans ölçümü
ve endotoksin konsantrasyonun
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Hasta ve kontrol grubu serum örneklerinde biyolojik olarak aktif endotoksinin tespitini

HEK- -4 endotoksin

gözlemlendi (p<0,01).

Tablo-10: H.pylori (+) Peptik Ülserli Hastalar ve Kontrol Grubu serum örneklerinde

Parametre
HastaGrubu

Ortalama

Kontrol Grubu

Ortalama

Endotoksin (ng/ml) 10,39 3.36 4,52 1.73 p<0.01

HEK- -4 hücre süspa serum

substrat görevi üstlenen QUANTI- eklendi.

Kit olarak ifade edildi.

Grafik 2: Hasta ve Kontrol Grubunun
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H.pylori

örneklerinde 8-

tespit edebilmek

Tablo-11: Pearson korelasyon analizi

Korelasyon Endotoksin N

8-OHdG- r: -0,259 43 Hasta

43 Kontrol

SPSS program göre DNA hasar belirteci potansiyeline

sahip 8-

gözlemlendi.
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5.

Dünya genelinde kanser yüksek mortaliteye nda gelmektedir.

Mide kanseri

H.pylori enfeksiyonu ül

görülmekte ve hala zorlu bir klinik sorun olarak görülmektedir. H.pylori infeksiyonu

gastrointestinal sistemde görülmekte ve kötü hiji

H.pylori insan mid

gastrit,

öneme sahip gram-negatif bir bakteridir. Sözkonusu bakteriyle

(1, 16, 23).

H.pylori m yerle ir.

kabul görmektedir. H.pylori, gastroduodenal

. H.pylori prevalans genel olarak etnik grup ve co rafi bölgelelere göre farkl l k

göstermektedir. H.pylori po grupla

. Y .Ülkemizde

serolojik yöntemler, testi veya endoskopik biyopsilerin histopatolojik incelenmesi

sonucunda Erzinc ,

%64 e %58,4, Giresunda %55,2, Trakya

bölgesinde %52,8 ve olarak bildiril (22, 25).

H.pylori

peptik ülserli ve histolojik olarak H.pylori H.pylori

seviyesi
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H.pylori için insanlarla ve tarihöncesi

insanlar için Buna

ka önde gelen üçüncü

nedeni temsil etmektedir ve her y Son

epidemiyolojik verilere göre mide kanseri; erkeklerde

dördün olmakta ve erkeklerde üçüncü,

. Buna göre H.pylori enfeksiyonunu tetikleyen Nitrik oksit (NO)

mikrobiyota

ni s

enfeksiyonun klinik sonucunun; kompleks konak- ortaya

.

kinaz, E-cadherin, integrinler, manipulasyonu (proinflamatuar,

proliferatif v gibi) ve

özellikleri içermektedir. H.pylori virülans faktörlerinden

VacA; konak hücre içerisinde hücresel vakuolizasyona neden olmakta ve buda ülserasyon

rak oksidatif strese neden

(10, 34).

Oksidatif stres, biyolojik sistemlerde ç

oksidan serbest cu

moleküler hasara neden olabilecek . Söz konusu oksidan

moleküllerin hücre içi hedefleri DNA, protein, lipid ve

karbonhidrat gibi biyolojik öneme sahip moleküllerdir

birçok hastal

patogenezinden sorumludur. HP ile enfekte hastalarda epitel

hücreleri, nötrofiller ve makrofajlar reaktif oksijen türlerini (34).
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(8-hidroksi-guanin)

çapr . HP ile enfekte mukozada D

genellikle proksimal olarak telomerlere ve

m (mDNA) nda da HP enfeksiyonu

HP oksidatif stres

lipopolisakkarit (LPS) (34).

H.pylori enfeksiyonunun

. H.pylori enfeksiyonunun en ciddi DNA hasar türü olan DNA çift

. Daha da önemlisi oksidatif strese

n, H.pylori zinde önemli bir faktör

. H.pylori, NADPH oksi ve gastrik epitel

hücrelerinde reaktif oksijen tür H.pylori

ROS üretimi, NF aktive etmekte ve gastrik epitel hücrelerinde apoptoz ve DNA

. H.pylori

enfeksiyonunun, oksidatif , hücre döngüsü apoptoz

H.pylori a

, 8-okso- -deoksiguanozin (8-OHdG)

-

ROS ve Malondialdehit seviyeleri . H.pylori

(11, 50).

u olan

8-OHdG

alandan

; hücre

uzanan O-antijen ve O- oligosakkarit. Yüksek oranda

aç , H.pylori'nin midede kolonizasyonu ve

anahtar bir faktördür. Toll benzeri

r - katyonik antimikrobiyal peptitlere (CAMP) direnç

(51).
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H.pylori

ortama uyum sa (19, 20, 51). Literatürde

z

izi için hasta ve

up

H.pylori, sipesifik hücre içi sinyal iletim yoll

e Bu

H.pylori enfeksiyon

H.pylori . mide

kanserinin g

daha etkin belirlenebilmesi için klinik
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