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OZET

Bolgemizdenizole EdilenHelicobacter. pylori Suslarinin Molekiiler Epidemiyolojik
Ozelliklerinin Tespiti

Giris ve Amagc: Helicobacter pylori (H.pylori), kronik olarak dinya nufusunun
yarisindan fazlasini enfekte eden ve midede nedphas inflamatuar gastroduodenal
hastaliklarin major nedeni olan bir gastrik patdjen Bakteri ve konak genetik
faktorleri ile gevresel faktorler arasindaki konkdeetkilgimlerin, kisilerdeki farkli
klinik sonuclarin belirlenmesinde 6nemli rol oyniddri disintlmektedir. cagA
patojenite adasisiml vacAalleleri, babA2, sabAve oipA’yil iceren bircok bakteriyel
virulans genleri, yiksek derecede mukozal inflaroaky iliskilidir. Ayni zamanda
immun sistem de, H.pylori enfeksiyonuna inflamatuar cevabin gyalugunu
dizenleyerek gastroduodenal hastaliklarin patogeaieznemli rol oynamaktadih.-
1Bda traskripsiyon bgangic bolgesinden 511. ve 31. pozisyonlarda, hepsi
Sitozin/Timin baz transizyonu sergileyen bazi Iel#fl polimorfizmler ile gastrik
inflamasyonun derecesiyle skili IL-RN2 polimorfizmleri bildirilmistir. Bununla
birlikte farkli populasyonlarda duodenal Ulser, tgasve gastrik kanserlelL-1B
polimorfizminin iliskisiyle ilgili epidemiyolojik calsmalarin sonuclari bazi c¢glilere
sahiptir. Bu ¢calkma, Cukurova bolgesinde, sitokin gen polimorfiznmer (IL-1B, IL-
1RN ve Dbakteriyel virulans markerlarininH.pylori enfeksiyonu suresince
gastrointestinal hastaliklarin ggmindeki roltint argtirmak icin yapilmgtir.

Gere¢ ve Yontem:Gastrik semptomu olan 210 hasta ve 9glikl kontrolde IL-
1Bnin farkh lokuslari ve IL-1 reseptor antogonistLRN) genlerindeki polimorfizm,
PCR-RFLP ile genotiplendirildi. Gastrik doku Oornekhde, H.pylori varligi ve
bakteriyel virulans markerlargimM, cagAvacAs1/2andvacAm1/2PCR ile argtinldi.
Bulgular: gImM-PCR analizi sonucunda, 110 semptomatik hastani#880,9)'unda
H.pylori DNA'sI tespit edildi. Kolonize sigiarin % 64’Gnan Tip | sglar oldysu ve Tip |

ve Tip Il sylarda en ¢ok gorulewacA allelik kombinasyonun 25 (% 28,0) ssile
s1l/m2 ve 23 (% 25,8) suile s1/mloldugu belirlendi. Gastrit hastalarinda, heterozigot
IL-1RN 1/2 velL-1B C/T genotipleri daha sik oranda tespit edildrk1RN2 genotipi
tastyicilarinin gastrit riskini 1,81 odds ratio ile gnasiz olarak artirgg [% 95 glven
aralgl (GA), 1,094-3,0],§=0,02) velL-1 RN Lallelinin gastrit riskini 0,168 odds ratio
ile azalttgl [% 95 gilven araln (GA), 0,039-0,725],¢= 0,007) bulundulL-1B (-511 ve
-31 C/T) genaotip/allelleri, gastroduodenal patoltgiili skili bulunmadi.

Sonug: H.pylori enfeksiyonunda sitokin gen polimorfizmi, gastrikflamasyonu
etkilemektedir. Bakteri virulans faktorleri ve dito genotipleri arasindaki etkien,
farkll gastrik hastaliklara yol acaH.pylori enfeksiyonda muhtemelen ana yoldur.
Yuksek riskli ksilerde, H.pylori eradikasyonunda bakteriyel testler ve konak
genotiplerinin kombinasyonu hedef olarak kullaniliab

Anahtar sozcukler: H.pylori, gimM, cagA, vacA, ILApolimorfizmi



ABSTRACT

Detection of Molecular Epidemiological Characterisics of Helicobacter pylori
Strains Isolated From Cukurova Region

Background and aims: Helicobacter pylori (H.pylori) is a gastric pathogen that
chronically infects more than half of the world’sgulation and the major cause of
neoplastic and inflammatory gastroduodenal diseagethe stomach. It has been
proposed that the complex interactions betweerb#wterial and host genetic factors,
along with environmental factors, play a significasle in determining the differential
clinical outcome among various individuals. Manytegsial virulence genes, including
the pathogenicity islandagA,the slm1 vac/Aalleles,babA2, sabAandoipA, have been
associated with a higher degree of gastric mudodaimmation. The immune system
also plays an important role in the pathogenesisga$troduodenal diseases by
regulating intensity of the inflammatory responeeHtpylori infection. Some biallelic
polymorphisms have been reported IrlB, all representing Cytosine/Timine base
transition at positions 511 and 31 from the traipsional initiation site andL-RN*2
polymorphisms which are related with gastric infiion degree. However, the results
of epidemiological studies on the association dfBLpolymorphisms with duodenal
ulcer, gastritis and gastric cancer in differenpydations are conflicting. The current
study evaluated the role of cytokine gelie B, IL-1RN polymorphisms and bacterial
virulance markers on develolepment gastrointesiiisgases duringi.pylori infection

in the Cukurova region.

Materials and Methods: In 210 patients with gastric symptom and 90 heatigtrol
group, polymorphisms at different loci of thie-1B, andIL-1 receptor antagonistL{
1RN), were genotyped by PCR, restriction fragment tlengolymorphism (RFLP)
analysis. Presence Bipylori and bacterial virulence factors was investigatedl/M,
cagA vacAsl/2andvacAm1/2PCR from gastric tissue samples.

Results: In the result ofglmM-PCR analysis, the presence lafpylori DNA was
detected in 89 (80,9 %) of the 110 symptomaticemasi. Of colonized strains 64 %
werecagA+vacA+Type-| strains and the mogacAallelic combination seen in Type-I
and Type-Il strains wasl/m2with 25 (28 %) strains andl/mlwith 23 (25,8 %)
strains. Heterozygou&-1RN 1/2 andIL-1B C/T genotypes were more frequent than in
gastritis patients. The carriagelbf1RN*2 independently increased the risk of gastritis,
with odds ratio of 1,81 [95 % confidence intervall); 1,094-3,0],p=0,02 and the
carriage oflL-1 RN L allel reduced the risk gastritis with odds ratio0p168 [95 %
confidence interval (Cl), 0,039-0,725p= 0,007. IL-1B (-511 and -31 C/T)
genotype/allele were not associated with gastroeialdpathology.

Conclution: Cytokine gene polymorphisms influence gastric mihaation inH.pylori
infection. An interplay between bacterial virulenfagetors and cytokines genotypes, is
probably the main route causikpylori infection to lead to different gastric diseases.
A combination of bacterial testing and host genmigpmay target the eradication of
H.pylori to high-risk individuals.

Keywords: H.pylori, glmM, cagA, vacA, vacA alleles, Ijf-polymorphism



1. GIRIS

Helicobacter pylori, dinya nifusunu en az % 50’sinin mide mukozasini
enfekten ederek, gastrik Ulserler, gastrik adersshamalar, mukoza ile #kili lenfoid
dokuda B hiicre lenfomalari ve otoimmun gastrit ,ggastroduodenal patolojilere yol
acan 6nemli bir bakteriyel patojendit* insan ve bazi yilksek primatlarin mide
mukozasina tropizm gosteréhpylori, mikroaerofilik sartlarda treyebilen gram negatif
spiral seklinde goérindr. Mide mukozasindadpylori ile iligkili olarak ortaya c¢ikan
histopatolojik dgisimlerin prognozunu, CagA, VacA, Bab, IceA ve Lewibi antijen
ve toksinlerdeki polimorfizm gibi bakteriye ait fi@kler, ailedeki ntfus, beslenme
aliskanhklari, ve hijyenik sartlar gibi cevresel faktorler ile ya cinsiyet, ve
proinflamatuvar sitokiL1f ve ILLRN genlerindeki allelik polimorfizm gibkongza ait
faktorlerin birlikte etkilgiminin belirledigi ileri stralmutar.

Bu calsmada H.pylori kolonize hastalarda; mide mukozasinda bakteri
kolonizasyon sikfil, kolonize sglarda bircok cabmada 6nemli olduklari ispatlanan
cagAvevacAgenleri ve allelleri (cagA, vacAs1-2, vacAm1-2imagilimi ve hastaya
ait IL14 (-31 ve -511) velL1IRN (VNTR) gen polimorfizmlerinin, tek #arina ve
birlikte prognoza olan etkilerinin tespiti amaclarytm.

Bu amagcla C.U. Tip Fakiiltesi Balcali Hastanesi, rdatanmarg Si.U. Tip
Fakultesi Hastanesi ve @&@i& Bakanlgl Adana hastaneleri gastoenteroloji
polikliniklerine, herhangi bir gastroduodenal yakualari sebebi ile auran ve
endoskopi endikasyonu alarak tani amacli gastilodsi 6rnekleri alinan hastalarin
doku materyalleri dgerlendirilmistir. Ayrica hem konga ait allelik polimorfizmin tek
basina taidigi muhtemel riski belirlemek hem de toplumdaki alepolimorfizm
oranlarini tespit edebilmek icin @&kl asemptomatik kan donérlerinden alinan serum
ornekleridelL1p (-31 ve -511) velL1RN (VNTR) genlerindekiallelik polimorfizim

araggtirimistir.



2. GENEL BILGILER

H.pylori, enfekte insanlarin % 85-95'inde her hangi bir iklizakinmaya yol
acmadan midenin antrum ve/veya korpus bolgelerimdekus tabakasi icerisindeki
glikozillenmis yapilara bglanarak, kolonize olur. Ancak kolonize olgularin %6
15’inde heniliz kesinfirilememis ve muhtemelen kog@a ait sebeplerle gastrik mukus
icerisinden gastrik epitel ylzeyine ve oksintik &barin icerisine go¢c eder. Mide
mukoza yuzeyi ile temas sonucu, PMNL, B ve T hiarehistiyositler ve dgal katil
(NK) hucrelerin inflamasyonu ile karakterize pajidobagisik cevaba, oksintik
kanallardaki pariyetal hicrelerinde asit sekresyontla dizensizliklere yol acar.
inflamatuvar cevabin ve asit sekresyonundaki diiziegisi siddeti ve siresi, gastrik
mukozadaki akut inflamasyondan adenokarsinomayarkagisen lokal histopatolojik
desisimlerin belirleyicisidir>® Diger taraftan H.pylori enfeksiyonuna k@ olarak
antrumda gorulen atrofik gastrit sonucu B vitamémiliminin azalmasi, kanamasiz

ulser gibi sistemik hastaliklarin ortaya ¢ikmasmgdl agmaktadif:®

2.1. Tarihce

H.pylori ve diger gastrointestinal ve enterohepatik helikobakterlbiyolojinin
ilk canli organizmalari kadar eski olduklari ve anggin evrimsel olarak ayrima
ugradil yillardan c¢cok daha oOnceki donemlerde (tahminer® Ifilyon yil) ilk
primatlarda ve buyidk memelilerin gastrointestinadtesnlerine major flora bakterisi
olarak yerlgtikleri tahmin edilmektedir?®

Ancak bu mikroorganizmalarin invitrgartlardaki tretilme guckil, biyolojik
Ozelliklerinin tanimlanmasi ve enfeksiyon hastalrld iliskilerinin tespitini 20. yy. son
ceyresine kadar gecikngtir.

Insan mide biyopsi 6rneklerini histopatolojik yondeeserlendiren patolog
Robin Warren ve Perth’in (1979) doku yuzeyindekikonsi katmanlari arasinda spiral
seklindeki bakterileri fark etmeleri ve hemen ard&andR.Warren ile ayni hastanede

calisan i¢ hastaliklari uzmani olan Barry Marshallimvitro sartlarda urettikleri bu



bakterilerle gastrik Ulser arasindakiskilyi tespite yonelik klinik ve histopatolojik
calismalarda elde etikleri bilgileri 1983 yilinda Lancekergisinde yayinlayarak
helikobakterleri tip ve bilim dinyasina ta@mmislardir? Gastroduodenal hastaliklarla,

daha sonraH.pylori olarak adlandirilacak olan *“spirajekilli “ mikroorganizma
arasindaki igkinin gosterilmesi 20. yy. tibbina damgasini vugaemli gelsmelerden
birisidir.®”

Ancak H.pylori'nin gastrik mukozada sebep offu hastaliklara kar tibbin
ilgisi yazili tarin kadar eskidir. Ozellikle 19. yalhn sonlari ile 20. yy. bdarinda
Avrupa’'da bircok patolog gastrik mukozadaki spirakeklindeki bakterileri
tanimlamglardir. Orngin mide Ulseri ile bir bakteri arasindaki muhtenigdkiye ilk
olarak dikkat ceken Bottcher G ve Letulle M (187&iide biyopsi 6rneklerinde Ulser
tabaninda ve kenarlarinda gordikleri bakterilegmybnla ilskili olabileceklerini iddia
etmislerdir. Klebs C (1881), gastrik Ilimende serbestalare gastrik gland hiicrelerinin
arasinda ve tunica propriada basillus benzeri dazgzanin varlgini bildirmistir.
Jaworski W (1889), otopsisi yapilarsikerin mide yikanti sularinin sedimentinde spiral
sekilli organizmalari ayrintili olarak tanimlagnbunlarin dger basillerden farkh olarak,
dizenli sarmallageklinde olduklarini belirterek, gastrik patolojeiiliskili olduklarini
soyledii bu bakterileriVibrio regula olarak adlandirmgtir. Bu sebeple W. Jaworski
gastroduodenal hastaliklar konusunda “bir 6nciU'talekabul edilebilir. Bizzozero G
(1893) kopeklerin gastrik mukozasinda, gastrik dlan infiltre eden, sitoplazma
icerisinde ve parietal hicre vakuollerinde bulunapiral bakterilerin vargini
tanimladi. Bu mikroorganizma 1996 yilindaelicobacter bizzozeroniiolarak
adlandinimgtir. Salomon H. (1896) kedi ve kopeklerin mideldenkolonize olan
spirallerin deneysel olarak farelere transferinircg&lestirmis bdylece ginimuizde
denemeleri sirensa calsmalarina gik tutmuwtur. Krienitz W, 1906 yilinda gastrik
kasinomasi olan insanlarin mide o6rneklerinde spicabanizmalar gostererek
Jaworski'nin hipotezini desteklegtir. Doenges JL (1938) bu bakterilerMacacus
maymunlarinda vagiini gostermi ve otopsisi yapilan insanlarin % 40inda midesinde
bulundwgunu bildirmitir. Freedbrg AS ve Baron LE (1940) peptik Ulsevitya
karsinomali hastalardan gastrektomi ile elde edéee biyopsi érneklerinin % 37’sinde
benzer organizmalarin gorulgiint bildirmglerdir. Fakat butin bu ¢camalar sadece

hipotez gamasinda kalmtir.



Barry Marshall ve R. Warren gastrik biyopsi oOrneklen histolojik
incelemenmesi esnasinda gordukleri basillerin, grasgatif kivrimli vibriolara
benzemeleri sebebi ile bakterinin izolasyonu iciramipilobakter tdrlerinin
izolasyonunda kullanilan yontemleri kullarghardir. Selektif besiyerlerine ekilen
biyopsi orneklerini mikroaerofiliksartlarda, kampilobakter ttrleri icin gecerli olag 4
saat inkiibasyona birakstardir. Ik yaptiklari 30 Kkiiltir denemesi {@isizlikla
sonuclanmytir. Ancak sans eseri, Paskalya tatili nedeniyle, kilttrlerdmsi 5 giin
sure ile inkibe edilmek zorunda kalnuwe sire sonunda besiyerinin ytizeyinde spiral
seklindeki mikroorganizmalara ait gozle goriinir koler olusmustur® Bu kesiften
sonra 11 hastanin daha biyopsi orneklerinde spimgkroorganizmalari Ureten
aragtirmacilar, bakterilerle gastrik mukozada kronikpeiiisial gastrit ile uyumlu
infamasyonun ve 0Ozellikle de kronik aktif gastritini karakteristik olan PMNL
infiltrasyonunu birliktelgini vurgulayarak, spiragekilli bu bakterilerle gastroduodenal
patoloji arasinda gkili oldugunu agik¢a ortaya koymglardir. Biyopsi Orneklerinden
elde ettikleri histopatolojik verilerle de yetinmezy Marshall ve arkagkari (1985) ile
Morris ve Nicholson (1987), kultir oraminda Urdgik H.pylori sularini sivi gidalar
ile yutarak, Koch postulatini gercekfiemislerdir. Her iki argtirmacida da 15 gin
icerisinde gastrik g1 ve yanmagikayetlerinin arttgl, gastik biyopsi ¢rneklerinde de
akut inflamatuvar cevabin dadigi tespit edilmgtir. Klinik ve histopatolojik bulgular
her iki argtiricida da akut ytizeyel gastrit ile uyumlu tablorgelistigi gostermstir. Bu
calismalar Marshall ve Warren’e 2005 yilinda “Nobel Taatiili kazandirngtir.®°

B J Marshall ve R.Warren’in 1983 yilindaki yayinfatan sonra yapilan ¢ok
sayidaki ¢cahma sonundaH.pylori biyolojisi, H.pylori ile gastrodoudenal hastaliklar
arasindaki ikkinin fizyopatolojik ve histopatolojik karakterigti ile H.pylori
enfeksiyonlarinin tedavisi konusundaki klasik bigi uygulamalarin birgiu tamamen
desismistir.**4

H.pylori'nin in-vitro sartlarda Uretilmesi ile birlikte ilk caimalar bakterinin
biyolojik 6zellikleri ve taksonomisine yonelik okt yagsunlasmistir. Kultirde dretilen
kolonilerden yapilan identifikasyon cahalarindabakterinin, morfolojik 6zellikleri ile
kampilobakterlere benzemesi, bunlar@ampylobactetike microorganism{CLO)” ve
Campylobacter pyloridisolarak adlandiriimalarina sebep okt Ancak 16S

rRNA’sinin dizi analizi calkmalari, nikleik asit hibridizasyon profilleri, bOyig



Ozellikleri, ygz asidi profilleri ve enzimatik aktivitelerinin tetig yonelik calsmalar
sonunda bu mikroorganizmalarin Campylobacter’lerdiamkli oldusunu ortaya
koymustur. Bunun Gzerine Goodwin (1989), benzer fenotijpiklliklere sahip olmasina
ragmen bu bakterilerinCampylobacter, Flexispirae Wolinella cinslerinden farkli bir
cinse ait oldgunu bildirmitir. Ayni yil, bakterinin helikakeklinden ve siklikla midenin
pilor bolgesinden izole edilmesinden o6tirt yeni dinse ait oldgu tespit edilerek bu
yeni cins “Helicobacter” olarak tanimlanmg ve Campylobacter pyloriismi,
Helicobacter pyloriolarak dgistirilmistir.*> Isimlendirmede yeni bilgilerinsiginda
degisim surerken McNulty ve arkaglari (1989),gastrik inflamasyonu olan hastalarda
spiralsekilli bakteri yukuntn eritromisin ve bizmut sitrgibi antimikrobiyallerle tedavi
sonrasinda  diirtldigti  bildirerek, gastroduodenal hastaliklarin  tedawdsi
antimikrobiyal kullaniminin énemini vurgulastr.'® H.pylori biyolojisine ik tutan
tum genomunun dizi analizi 1994 yilinda yapgmielde edilen bilgiler hem
siniflandirma  ¢ajmalarina hemde virulansin tespitine yonelik ileriolekiler
calismalarin 6nunu acrstir. Genomik bilgilerin giginda yapilan 16S RNA-DNA
hibridizasyon cabmalari ile Helicobacter, Campylobacter, Arcobactewve
Wolinella’larin rRNA superfamilya 1V’e ait olduklari gosterilg)i 16S rDNA bazli
filogenik analizler ile Helicobacter ve diger cinsler Proteobacteria’lar epsilon alt
sinifina yerlgtirilmi slerdir *” (Tablo 1).

H.pylori'nin gastroduodenal hastaliklarla skisinin goésterilmesine yo6nelik
calismalarda, bakterinin gastrik kolonizasyonu ile MAL& gastrik adenokarsinomalar
lenfoma arasindaki ki dikkat cekmg ve 1991 yilinda 4 farkli ¢gimada eradikasyon
tedavisi sonrasi MALT lenfoma olgularinda remisygasterilmgtir. Bu bulgulara
dayanarak, Dunya §hk Orgutiinin bir kolu olan Uluslararasi Kanser gnana
Kurumu (International Agency for Cancer Reseafk®94 yilindaH.pylori'nin insanlar
icin kanserojen oldgunu ilan ederek, ilk defa bir bakteriyi Tip | kawsjen olarak
siniflandirmstir.*®2* Ayni yil National Institute of Health (NIH) konsamsunda
H.pylori'nin peptik Glser hastagiinin en énemli nedeni old@unu bildirilmis ve Ulserli
hastalarda bu mikroorganizmanin eradikasyonu igitibakteriyel tedavi rejimleri

onermitir. %



2.2. Siniflandirma

Helicobacteraceanilesi icerisinde yer alan mikroorganizmalariHeticobactet
olarak tanimlanan bir cinsi bulunmaktadir (TabloHglikobakter cinsi icerisinde, 5’i
ileri analizleri devam eden ve isimlendirmgamasinda olan olmak Uzere tanimlagmi
en az 46 tur yer almaktadir. Ayrica 16S rDNA gahlari ile tiplendiriimeyi bekleyen

yine en az 100 tirde cins igerisine dahil edilmédygklemektedir. (Tablo.1)

Tablo 1. Helikobakter’lerin siniflandirilmasi

Alem, (Domain / empire):  Bacterid'
Sube, (Division / phylum): Proteobacteria

Sinif, (Class): Ep'silon proteobacteria
Takim, (Order): Campylobacteralé's
Aile,  (Family): Helicobacteracede
Cins, (Genus): "Helicobacter"

Helicobactereceaeinsi icerisinde yer alan turlerin go konak ve doku tropizmi
gOsterir (Tablo 2). Turler arasindaki tropizm veS1RNA dizi farkliliklar dikkate
alinarak helikobakter cinsi icerisindeki mikroorganalar; gastrik turler ve
enterohepatik turler olarak iki buyuk gruba ayilanr(Sekill, Tablo 2 ve Tablo 3).

Dogada kedi, képek, domuz ve kemiriciler gibi bircakkli hayvan turinde
farkl intestinal helikobakter tiri tanimlangmancak en sik goérilen helikobakter
tirlerinin - Gastrospirilium hominis veya H.heilmannifoldugu bildirilmistir.2>%*
Insanlarin gastrik mukozasina en iyi uyunglamis olan tir"Helicobacter pyloridir.
Daha az siklikta H.heilmanii, H.salomonis H.canis H.pullorum H.cinaedi
H.fennelliag H.canadensis H.winghamensis H.westmeadi ve H.rappini gibi
enterohepatik helikobakter tiurleride oldukca sitki oranlarda insanlardan izole
edilmistir.?®> H.pylori disinda gastrik tiirlerdetd.heilmaniiile enterohepatik tiirlerden
H.cinaedive H.fennelliaehin gastrite, homoseksuiel erkeklerde enterit vektpkmtite,
bazen de immin yetmezlikli hastalarda bakteriyemailgol acabildgi bildirilmi stir.
Yine enterohepatik turlerderH.pullorum H.canadensis ve H.winghamensism
insanlarda gastroenterit gturduzu tespit edilmtir.*



‘ H. salomonis
E H. bizzozeronii
H. felis| Ure®, (amiE", AmiE"), (amiF*, AmiF*) |

“H. heilmannii” type 2

|: “H. heilmannii” type 1
Candidatus Helicobacter suis

H. acinonychis | Ure”, (amiE¥, AmiE"), (amiF”", AmiF")
H. pylori | Ure*, (amiE'*, AmiE™), (amiFt, AmiF™") |

H. nemestrinae
Candidatus Helicobacter bovis

| H. mustelae  Ure*, (amiE-, AmiE"), (amiF-, AmiF-)
“H. suncus”

___{: cholecystus
] H. pametensis Ure", (amiE"~, AmiE"), (amiF, AmiF)

“H. ganmani”

Gastric Helicobacter species

H. rodentium

L —— “H. mesocricetorum”

_:H. canadensis”

H. pullorum

H. cinaedi  Ure, (amiE~, AmiE"), (amiF-, AmiF’)
Helicobacter sp. “flexispira” taxon 5

H. bilis  Ure", (amiE", AmiE"), (amiF", AmiF’)

H. canis Ure”, (amiE", AmiE’) (amiF-, AmiF")

“H. typhlonicus”

H. muridarum| Ure®, (amiE*, AmiE"), (amiF-, AmiF) |
H. hepaticus Ure+, (amiE", AmiE"), (amiF~, AmiF")

H. trogontum

Enterohepatic Helicobacter species

Helicobacter sp. 'Cotton top”
w H. fennelliae Ure’, (amiE", AmiE"), (amiF", AmiF")

1% difference

Sekil 1. Enteropatik ve gastrik Helikobakter’lerin amidaz aktivitesi, amiE veyaamiF gen varligina
ve 16S rRNA dizi analizine gére filogenetik gaci.?

Tablo 2. Gastrik Helicobacter taksonomisi

Tlr Dgal Konak SiKlon GenBank 16S rRNA Esim No
H. acinonychis Cita ATCC 51101 M88148
H. bizzozeronii Kopek CCUG 35545 Y09404
H. felis Kedi, kbpek ATCC 49179 M37642
H. mustelae Ferret ATCC 43772 M35048
H. nemestrinag Pigtailed maymunu ATCC 49396 X67854
H. pylori insan, rhesus maymunu  ATCC 43505 M88157
H. salomonis  Koépek CCUG 37845 U89351

ATCC: American Type Culture Collection; T, typeastr; CCUG: Culture Collection, University of
Goteborg, Dept. of Clinical Bacteriology, Gotebo®gyeden.



Tablo 3. Enterohepatik Helicobacter taksonomisi

Tar Dgal Konak Sy/Klon GenBank 16S rRNA esim no
H. aurati Hamster ATCC BAA- AF297868
H. bilis Fare, kdpek, ve insan ATCC 51630T u18766
H. canadensis  Insan ATCC 700968T F262037
H. canis Kdpek, insan ATCC 51401T L13464
H. cholecystus Hamster ATCC 700242T u46129
H. cinaedi Insan, hamster ve rhesus CCUG 18818T M88150
H. fennelliae Insan ATCC 35684T M88154
H. ganmani Fare CCUG 43526T AF000221
H. hepaticus Fare ATCC 51448T uo7574

H. mesocricetorunilamster ATCC 700932T AF072471
H. muridarum Fare, Sican ATCC 49282T M80205
H. pametensis  Kus, domuz ATCC 51478T mM88147
H. pullorum Tavuk, insan ATCC 51801T L36141
H. rodentium Fare ATCC 700285T U96296

H. trogontum Sican ATCC 700114T U65103
H. typhlonius Fare MU96-1T AF061104

ATCC: American Type Culture Collection; T, typeastr; CCUG: Culture Collection, University of
Goteborg, Dept. of Clinical Bacteriology, Gotebo®gyeden.

2.2.1. D@al ortamlari

Helicobacte'ler insanlarin mide veya barsak mukozalarininiyare, kopekler,

kediler, koyunlar, grlar ile bircok kucik kemirici ve kiiarda gastrointestinal

sisteminde yerkebilirler. insanlarda mide ve gastrik hiicre metaplazisi gérélanlar

disindaki bolgelerden kolonizasyonu olduk¢a nadir@ununla birlikte H.pylori’nin

tukarak, di plagi ve aterom plaklarinda gorulgii bildirilmis, safra tglarinin olgumu

ile iliskili olduklarida molekiler diizeydeki cainalarla ispatlanngtir.?”*® Diger

taraftan H.pullorum ve H.cholecysetusuohda karacger

yerlesebildigi

ileri  strdlmitir.2®

Invitro

sartlara kagi asin

ve safra yollarina

duyarli olan

Helikobakterlerin toprak, akarsu ve deniz suyu gjbvresel orneklerden, deneysel

calismalar dginda izolayonu yapilamasgtir. Ancak PCR gibi NAAB yontemlerle gal

cevresel orneklerde Helikobakter hedef gen dizilarvarligl gosterilmgtir. Ancak bu
sonugclar Helikobakterlerin gal ortamlarda gercekten canh kalip kalmadiklarvega
ne kadar sure ile canli kaldiklari bilinmemektedir.

H.pylori ve diger gastrik tirler icin en 6nemli @al ortam mide mukoza
yuzeyidir. Bakteri gastrik mukozayr orten mukus dighsinin asit gradientinden
etkilenmez, ancak mukozal yizeydeki notr mukusaakal@rleyerek, ozellikle alkali



mukus sekrete eden antrum bdlgesinde yerl€akat artmy asit sekresyonuna gla
olarak gastrik hiicre metaplazisi gorulen alanlar@@olonize olabilir. Klinik patoloji
sekillenmis  hastalardan alinan doku d&rneklerinin  elektronnskabu ile
incelenmesindeH.pylori'nin insan gastrik mukoza hicrelerine adhere glohw ve
histopatolojk dgisimlerin siddeti ile paralel olmak Uzere bazi olgularda hlare
taban kismina tutungunu gosternstir. Bu bolgelerde bulunan mikrovilluslarda, hiicre
iskelet yapisinin bozulg@u, hicrelerin yassigagl ve ku gorinimia aldii, musin
granillerinin  kayboldgu ve hicreler arasi desmosom \ght junctiorilarin
kayboldgu gozlenmitir.*

Bazi enterohepatik turlerin, Ozelliklél.cinaei’nin, bircok memeli tard ile
birlikte insanlarin, rodentlerin ve kiarin bairsaklarinda, kolonik kriptlere ve mukus
katman bitigine yerlaebildigi bildirilmistir. Yine bazi enterik tlrler asit sekresyonu
defektli hastalarda mideye yegébilir. Ornesin H.cinaedinin kronik gastrit ve peptik
ulser hastafiinda rolu targmali olmakla birlikte, midede bulunguna dair bazi

molekdiler deliller vardir?3%32

2.3. Morfolojik, Fizyolojik Ozellikleri ve Antijeni k yapi

H.pylori “S” virgul, marti veya kisa spiralleseklinde gortlen, hareketli,
kapsilsiz ve sporsuz mikroaerofilik bakterilerditiicre duvarina somatik antijenik
Ozellik veren LPS’'deki karbon yan zincirleri saye yapisi ile dier Gram negatif
bakterilerden farkli olmakla berbaber helikobal¢ebram negatif basillerdir.

2.3.1. Gorunum ve Boyanma Ozellikleri

H.pylori, 2,5-5,0 pum boyunda, 0,5-1,0 um eninde, kint veastak uclu,
sporsuz, spiral veya helikggkilli mikroorganizmadir. Mukus ve epitelyum yuzegen
hazirlanan preparatlarda balik surileri halind@etsn daha uzun ve kivrimli gérinim
dominantken, besiyerinde Uretilgrkolonilerden hazirlanan preparatlarda spiral faml
daha nadir olup, siklikla kisa kivrimli tekli baesil seklinde goridlurler. Dikidan
hazirlanan yayma preparatlarla, antibiyotik kullanisonrasi veya oksidatif strese
maruz kalmy gastrik doku érneklerinden hazirlanan preparadlasd dizensiz cubuklar

veya yuvarlak, kokoidekillerde gorultrler. Dormand form olarak tanimlanan kokoid



bakterilerin in-vivo sartlarda tekrar spiralsekle donup c¢galip c¢agalmadiklari
tartisiimaktadir®® Ancak son yillarda bu formlarin reaktivasyonlardaoerumiu
olabilecgine dair gucli kanaat oymustur. H.pylori'nin gastrik mukozada bir¢ok farkl
formda gorulebilmesi, bakterinin mikrogevrengartlarina bgli olarak dinamik ve
degisen durumlara adapte olabilen bir biyolojiye sahligugu gdstermektedir. Nitekim
enteropatik tirleH.pylori'ye oranla daha basit ve stabil morfolojik 6zgdlisahiptirler.

Orijinal formdaki butiinHelicobacter turleri sahip olduklari en az 1-6 adet
unipolar flajellalari sayesinde oldukca hareketlfdiH.bizzeronive H.salmonisgibi
kaltart yapilabilen tarler véd.heilmanniitiriinde flagella sayisi 23’e kadar gahilir.
Gastrik turler icerisinde flagelladan bgimsiz periplazmik fiberlere sahip tek tur
H.feli’'tir. Kampilobakter turlerinin aksine Helikobakterlerin ganda, 6zelliklede
H.pylori'de, flagella kihflidir ve u¢ kisimlarinda topagrzerisiskinlik ve disklere
sahiptir. Bu yapl, bakterinin gastrik mukus gibskoz ortamlarda tirlgon tarzi hareketi
icin gereklidir. Elektron mikroskobisi ile flagel&ilifin hiicre duvarinin dimembrani
ile devam etfii gosterilmitir. Ancak bu bir aksiyal flamant g@édir. H.pullorum ve
H.rodentiumgibi bazi turler kilifsiz flagellalara sahiptir.

H.pylori'nin 6zgun morfolojisi, gtk mikroskobu ile bgarili bir sekilde ayirt
edilebilmektedir Hematoksilen-Eozin, Modifiye Giemsa, Warthin-Stagtymis boyasi,
Akridin oranj (floresan boya), Cresil-fast Moru, @@nez ve Brown-Hopps moru gibi

cssitli histolojik boyalarla baarili bir sekilde boyanabilmektedir.

2.3.2 Hucre zari, Hiicre Duvari ve Antijenik Ozellikleri

Helikobakterler; hiicreye somatik antijenik 6zeNikren lipopolisakkarit (LPS)
ve ince bir peptidoglikan tabakadan g@o yari gecirgen giduvar ve fosfolipidlerden
zengin stoplazmik membran vaglile tipik gram negatif hiicre duvari yapisina géhi

H.pylori’'nin hiicre duvarinda yer alan protein vez\asitlerinin kompozisyonu
diger gram negatif bakterilerden 6zellikle de kampdkiterlerden farklidir ve ayirici
niteliktedir. H.pylori’'nin lipit icerigini agirlikl olarak % 73,4 oraninda fosfolipitler, %
20,6’'oraninda glikolipitler ve % 6 oraninda da abtlipitler olusturmaktadir. Major
fosfolipidler fosfatidiletanolamin, kardiyolipin vefosfatidilgliserol’dir. En c¢ok



rastlanan hucresel gaasidi % 31-45 oraniyla miristik asit ve % 20-24mryla 19-
karbon siklopropan yaasididir.

Hucre duvarinda LPS’nin Lipit A'nin icefinde; yiksek oranda tertradekanoik
asit (14:0) ve 19 karbonsiklopropen (19:0 cyc) gibun zincirli y& asitleri yer alir.
Yapida daha diiik oranlarda da hekzadekanoik (16:0), oktadeka(i8k0) ve linoleik
(18:2) asitler yer alif> Hiicre duvari yapisinda fosfatidil etanolamin (%.1§9
lizofosfatdiletaolamin (% 16) ve fosfatidil kolin%{ 1.9) gibi polar bgi nétral
fosfolipitlerin yani sira fosfatidik asit (% 52.¥ fosfatidiserin (% 47.3) gibi asidik
fosfolipitlerden bulunmaktadir. Kampilobakterlerimicre duvarinda gorulen metilli
menakuinonlaH.pylori de yoktur.H.pylori'nin peptidoglikan tabakasi yiksek oranda
muropeptit icerir ve glisinle sonlanan pentapepqiitcire ve anhidro-N-asetilmuramik
asit icergine sahip olmasiyla ger gram negatif bakterilerden oldukca farklidir.
H.pylori turlerinde stoplazmik membranda bulunan kolestgtakozit H.pylori tirt
icin spesifiktir>®

Ultrastrikturel cabmalar hiicre duvari ile stoplazmik membran arasig@an
negatif bakterilerde oldiw gibi yaklgik olarak 30 nm gesliginde bir periplazmik
bosluk oldugu gosterilmitir.®” Elektron ygun sitoplazmada genomik materyal ve

ribozomlari bulunmaktadi¥

2.3.2.1 Lipopolisakkaritler

Helikobakterlerin “S” tipi sglarinda, dger gram negatif bakterilerde gortlen
Lipit A, merkez oligosakkarit ve dallanmipolisakkaritlerden okan ve hiicreye
somatik O antjenik 6zefli kazandiran LPS yapisinda bulunti.pylori swlarinda
karbon zincir sayisi ger gram negatif bakterilere gére azaimi>’'e dismis)
zincirlerdeki karbon atom sayisi ise agtmi Bu hali ile somatik antijen ayni yapiya
sahip E.coli ve Salmonellasomatik antijenlerine gore yakl& olarak 1000 kat daha
disik immunojendir. Bu 0zellik bakterinin gastrik muemla uzun streli
kolonizasyonuna ve gastrik mikrocevreye uyum icarefli organizasyonlari yerine
getirmesine firsat verft.

H.pylorinin lipopolisakaritlerinin dikkat cekici bir bka Ozellgi de Lewis

veya Lewi¢ doku antijenleri ve Tip 1 kan grup antijenleri®.&i-1 (L&) ile homolog



Ozellik gosteren fukozillenmi ve fukozillenmemy N-asetillaktozamin rezidulerine
sahip olmalaridir. Aslinda bu homoloji konak hicrenun cevabindan kagve gastrik
mukozada uzun sdreli kailn 6nemli bir dger sebebidir. Muhtemelen bakteri hayatin ilk
donemlerinde kolonize olgu kona&in Lewis antijenlerini taklit ederek, persistensi
sgzlamaktadi® Lewis® - Lewis’ dénisimiinde tekrarlayan dizilerdeki muhtemel

kaymalarin etkili oldgu disiinilmektedir®®

2.3.2.2. Lipit A

H.pylori'nin lipopolisakaritlerindeki Lipid A'nin yapisal Zelligide diger gram
negatif bakterilerden onemli farkliliklar gosteridzellikle kronik kolonizasyonlarda
Lipid A’nin yapisinda surekli mutasyonlar gorigdtibildirilmistir. Bircok bakteriden
farkll olarak H.pylori swlarinda Lipid A'nin yapisinda 3-hidroksidekanoikitager
almaz, buna karik alisiimisin diinda biyolojik yonden daha gk aktiviteye sahip
fosforillenmis veya acillenmy yag asitleri gérulir ki bunlar genel anlamda LPS’nin
distk biyolojik aktivitesindende sorumludur.4B.pylori'nin Lipid A komponenti
enterobakterilerle kiyaslanginda cok dgik oranda mitojenik, pirojenik ve letal
toksisite gosterir. D¥er taraftan H.pylori lipopolisakaritleri E.coli kgpolisakaritlerine

gore lipit balayici proteinlere ve CD14’lere daha daha zay@ldar.

2.3.2.3H.pylori'nin di's duvar proteinleri

H.pylori hiicre duvarinda, gastrik mokozayglbama ve gastrik mikrogcevreye
uyumu s@layan proteinlerle mukozal immin cevabi provokereklegastroduodenal
patolojide 6bnemli olan, ¢cok sayida protein yapigananlar yer alir. Bu yapilar arasinda
tipe IV sekresyon sistemi komponentleri, porinladhezinler, hemaglitininler ve

flagellar proteinler 6nemlidir.

2.3.2.3.1. Porinler
Porinler H.pylori'nin dis zarina yerlgmis ve 06zellikleri en iyi tanimlanmi

proteinlerdir. H.pylori swularinda simdiye kadar 5 porin proteini belirlengive



fonksiyonel olarak karakterize edilgtir. Bu porinler HopA-HopE olarak
isimlendirilmistir. Molekiler &irliklari 29 ve 75 kDa arasinda olan porin proteinl
icleri su dolu non-spesifik kanallardir. Anyon vatyonlar icin dguk diizeyde secicilik
gosterirler. Bu kanallar hidrofilik molekullerin,eBinlerin ve bazi antibiyotiklerin g
zardan pasif gegine izin verirler* Bu kanallarin kaybi Pseudomonasslaundaki

porinlerin kaybina benzer ve hidrofilik antibiyoike kagl diren¢ gekimi ne sebep

olur.

2.3.2.3.2Adhezinler

MidedekiH.pylori'lerin yaklasik % 20 kadari epitel hiicre ylzeyindeki glikolize
yapilara yapik halde bulunuf? Gastrik biyopsi orneklerinin elektron mikroskopik
incelemelerindeH.pylori swlarinin gastrik hicreler arasindaki bgriee alanlarinada
tropizm gosterdikleri dikkat ¢ektir. Desmosomlar ve tight junction’larin inflamatua
hicreler tarafindan sekrete edilen proinflamatusépkinlerle koptgu alanlarda
bakterinin hlcreler arasi {oktan lamina propriaya @ou goc¢ etig hatta
translokasyon gostergigorulur*>+4

BUtin bu gozlemler gastrik mukozya adezyonda, keamtijenleri, laminin,
fibronektin, kollejen, glukokonjugatlar ve fosfoliler gibi 6zellgmis molekuilerin
hedef yap! elemanlari olgunu gostermgiir. H.pylori swlarinda genomik analizler ile,
bakterinin nispeten kicik genoma sahip olmasipaea, mukozal yizey ile adezyonu
ve mikrocevreye uyumu gkyacak, d§ membranda yer alan proteinleri kodlayan
30’dan fazla gene sahip olduklari gostergini Bu proteinlerden adhezyonda rol gdi
bilinen ve Uzerinde en ¢ok calanlar, epitel yluzeyindeki glikoprotein yapidakewis
antijenlerinin fukozillenmi epitoplarina bganan (Hop B) dt membran proteinleridi®
Ayrica Hop protein ailesinin bir tiyesi olan BabAq5)'ninde Lewis B’'ye bdanmada
bir adhezin gibi aracilik efii gosterilmitir ve bunun 6nemli bir virilans faktoru
olabilecei ileri surtilmistir.*®

H.pylori'nin 25-kDa’lik bir di zar proteininin lektin benzeri bir yolla laminine
yapsmakta aracilik et belirlenmitir. Bol glikozilli bu proteinin membranin alt
kisimlarina yerlgtigi gosterilmitir.*” HopZ ve HopH (OipA)'nin mutagenezis

calismalarina dayanarak adhezinler gibi rol oynadikldizlinulmektedir. Yapilan



calismalarda bu iki proteinin kultirde gastrik adenokayma hiicrelerine [gganmada
kismen aracilik ettikleri gosterilgiir fakat heniiz reseptérleri tanimlanmatm*®4°
AlpA ve AlpB proteinlerinin de adheziv olduklari witro sartlarda gosterilmgi ve bu
proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlarin kobayidelerinde kolonizasyon

defektine yol acfii gésterilmitir.*

2.3.2.3.3. Hemaglutininler

Bakteri sahip oldgu hemaglutininleri sayesinde eritrositleri aglutine
edebilmektedir. H.pylorinin ilk tanimlanan hemaglutinini HpaA proteinidir.
Sitoplazmik membrana ve Wdrara yerlemis bir baska major lipoprotein Lpp20'dit®
Lpp20 farelerde pasif immunizasyon amach kullagilida koruyucu oldgunu
gosteren sonuclar vardit.DnaK ve katalaz benzeri sitoplazmik proteinleriticte
yuzeyine yerlgebilecei ve glikolipit ve glikoproteinleri bglamada aracilik edebilegie

distintlmektedir*®

2.3.2.4. Flajella

H.pylori’'nin ultrastruktirel yapisi en az bir adet bulunampolar kilifli flajella
ile karekterizedir ve sayilari 8’e kadar cikabilrrezkr. Flajellar filament siklikla topag
benzeri birsiskinlikle sonlanir ve bunu devam eders dnembran cevrelemektedir.
Tarler icinde korunmgi olan bu flajellar kilifin epitoplarin immin  sistelen
maskelenmesinde ve asidik direncglamakta rol oynadiklari giinilmektedir® Bu
epitoplarCampylobacter jejunilagellin proteinlerine kar olusmus antikorlarla capraz
reaksiyon vermektedirler. Flament, flagellin subiifiaA ve FlaB'nin polimeridir’
FlaA baskin subtip, FlaB ise minor subtiptir vegi#lumun taban kismina yakin
yerlesimlidir.58 HemflaA’nin hemflaB’'nin izogenik mutantlari ile yapilan ¢cafnalarla
tam bir motilite icin ikisininde gerekli oldiu gosterilmitir.>°flgE geni cengelin yapisal
proteinin kodlamaktadir vigD geni ¢engel ikkili proteini (HAP2) kodlamaktadir ve
bu protein flagellar proteinin ucuna yeseistir. Bu gen flagellin monomerlerinin
organizasyonunu duzenlemektedir. MutdlgE'ye sahip bakterilerin hareketsiz ve

flagellasiz olduklari gésterilrgir. ®°



Gecen 20 yil icerisinde periplazmik fiberler, flégéarin sayilar ve yerkgm
yerleri gibi morfolojik Ozellikler dger fenotipik Ozelliklerle ile kombine edilerek
tirlerin ayirmlarinin  yapilmasinda ve yeni tlnmeritanimlanma standartlarinin

gelistirimesinde kullanilmglardir.

2.4. Genomik Ozellikler

Bakterinin sahip oldgu genomik yapi ve géliik PFGE (Pulsed-Field Gel
Electrophoresis), Ribotipleme, random amplifiye ipalrfik DNA (RAPD-PCR) ve
PCR-RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphiggibi tekniker kullanilarak
incelenmg ve suylar arasinda nikleotitlerin oldukca fazla sigdik gosterdigi
belirlenmitir.®? ilk olarak 1997 yilinda Tomb ve arkattr tarafindanH.pylorinin
26695 nolu sgunun tam genom dizi analizinin bildiriimesiyle gemi& yapi1 hakkindaki
bilgilerde hizli bir ary gerceklemistir. Bunu takiben sirayl&lelicobacter pyloriJ99,
Helicobacter hepaticusATCC 51449, Helicobacter pylori HPAG1, Helicobacter
acinonychisstr. SheebaHelicobacter pyloriShi470 ve son olarak deelicobacter
pylori 98-10, B128, B38, HPKX_ 438 AGO0C1, HPKX_ 438 CA4Qdslarinin tam
genom dizi analizi tamamlangtir. Bu gine kadaH. pylori ile iliskili 10'dan fazla
plazmidin tam dizi analizi tamamlangtr.®*

H. pylorinin 26695 syu toplam 1.667.867 baz ciftine ve % 39 G+C oranina
sahip tek bir sirkiler yapida kromozama sahifioplam gen sayisi 1590 olup her biri
ortalama 1049 baz cifti gamaktadir. Bu kodlanan genler arasinda 16S, 23%Se
ribosomal RNA (rRNA) genleri, DNA replikasyonundérgv alangyrA, homolog DNA
rekombinasyonundan sorumhecA ve ftsH genleri gibi hicre canlgi icin 6nemli
olanlar belirlenmgtir. Genomda en az 2 kopya halinde 16 ve 23S rRNei g
bulunmaktadir. 1999 yilinda, ABD’de duedonal Ulsexi duodeniti olan bir hastadan
izole edilen ikinci birH.pylori swunun tim genom dizi analizi yayinladki susun
sekanslari, karlastirmali analizlerle ygun bir sekilde calgilmis ve genomun fiziksel
dizeni, otolog genlerdeki allellik gdilik ve hipervariable bélgelerdeki suspesifik
farkhliklar aydinlatmaya calilmistir. Tablo 4’'de dizi analizi tamamlanan bazi
Helikobakter turlerinin  kiyaslanmasi gorilmektedi&ekansi yapilan genomlarin

karsilastirmall analizleri ile kodlanan bdlgelerin % 7'sws spesifik olarak



tanimlanmgtir ve bunlarin % 70‘den fazlasinin fonksiyonu Hefiememgtir. Sus
spesifik genlerin yakkak yarisi esnek bir bolge icermektedir ve bu badel G/C orani
% 35 oraniyla daha duktir zira bu oran der bdlgelerde % 39'dur.

Genlerin 300'den fazlasi membran yapisi ilgkilidir. Ayrica beta-galaktozidaz
hari¢, glukoz metabolizmasi ile gkili genler, enerji sentezinde rol alan oksidaz,
sitokrom oksidaz ve katalaz gibi oksidasyon redjiksigenleri, cok sayida gigici
sistem, iki bilgenli regtlator sistem vereA, ureB, ureE, ureF, ureG, ureke urel gibi
Ureaz enzimini kodlayan fonksiyonel gen bdélgelanimlanmgtir. Bakteride virulansla
iliskili oldugu disuntlen bircok gen bolgesi tespit ediftm. Bunlar arasinda gl
membran proteinleri ofpA) ve lipopolisakkarit molekullerini kodlayan genler
vakuolizasyon sitotoksin genivdcA), sitotoksin ilskili gen (cagA, adhesin geni
(hpaA), flagellin genleri flaA ve flaB), Ureaz gen kiimesi yapisal alt birimleri kodlayan
ureAve ureB geni ile Ureaz aktivitesi icin gerekli olameE, ureF, ureG, ureH ve urel
genleri sayilabilir.H.pylori 26695 sgunda 5 bolgede “Patojenite adalari’na (PAI —
Pathogenicity Islands) benzgekilde digik G+C oranina (% 33-35) sahip farkh gen
dizileri belirlenmgtir. Genomda c¢ok sayidaki genin farkli yer ve saytdkrarlad
belirlenmgtir. Bu durumH.pylori geninde yeniden dizenlenme olaylarinin ve hatali
eslesmelerin siklgini gostermektedit.pylori swlarinin en az % 40’inda buyuklukleri
1,5 kb ile 23,3 kb arasinda glgen bir veya birden ¢ok plazmid bulunmakla birlikte
bunlarin virulansla ikkili bir gene sahip olduklari gosterilemestii. H.pyloride
plazmit transferiimdiye kadar belirlenementir.*

H.hepaticud&in tam genom sekansinin yayinlanmaspylori genomuna farkli
yeni baks acilari getirtmgtir (Tablo 4). Bu tiriin genomu 1,799 Mb buyUkllile ve %
35,9 G/C icegi ile H.pylori ve C.jejuni genomundan daha buyukti.hepaticus,
VacA toksin ve ¢cgu cagAPI proteinlerine sahip @édir. Genom 71 Kb’lik bir genomik
adaya sahiptir ve bircok genomik ada’nin G/C @ekalan gen bolgelerinden farklidir.
H.hepaticusizolatlarinin mikroarray hibridizasyon testlere ikiyaslanmasiyla turler

arasindaki @r farkhligin olduzu belirlenmitir.



Tablo 4: Genom sekansi tamamlanan baielicobacter tirlerinin kiyaslanmasi

H.pylori 26695 J99 H.hepaticus ATCC 51449

Buyukluk (baz ifti) 1,667,867 1,643631 ,799,146
% GIC 39 39 35.9
Gen kopyalari

23S-5S rRNA 2 2 1

16S rRNA 2 2 1
Tahmini kodlanan sekans 1590 1496 1825
Fonksiyonu belirlenmprotein 899 877 1022
Fonksiyonu belirlenmegmrotein -~ 325 347 487

2.5. Kulttr ve Ureme ozellikleri

H.pylori adi besiyerlerinde Uretilemeyen, optimize edilrbesiyerlerinde bile
son derece yayaiireyen mékilpesent bir mikroorganizmadir. Uremeninglaamasi
icin % 7-10 oraninda eskitilmiat kani, % 1 izovitaleks, % 0,25 maya ekstraldreq
Brusella agar, Cikolata agar, Beyin Kdlgfiizyon agar Colombia ve Skirrow agar gibi
modifiye zenginlgtiriimis besiyerleri kullaniimaktadir. Ayrica besiyerlerirmin,
serum, ngasta, kOmur ilavesi dremeyi artirabilir. AncaR.jejuni Gremesini artirmak
amaci ile besiyerlerine ilave edilen ferrozsulfathgummetabisilfit-sodyum
purivat’daki bisulfit'in, safra tuzlarinin ve koyukanininH.pylori’nin tremesini inhibe
ettigi  gosterilmitir.®®> H.pylori midenin asit ortaminda mukozaya kolonize olarak
dremesine r@gmen asidofilik bir bakteri daldir. Optimal Greme pH’lari 6,9-7,6 olup,
bakteri oldukca gemi pH (5-8) aralgida Ureyebilir. Mide’'nin Ozellikle parietal
hicrelerin yer algy oksintik kanallarin icerisinde 1-1,5’e kadarsdi asidik ortaminda,
Ureyebilmesi bakterinin gucli Ureaz aktivitesi véacte membraninda kisa slrede
gercekletirdigi adaptif dgisikliklere baghdir.®*®® In-vitro sartlarda modifiye
besiyerlerinde optimal iiremeningianabilmesi icin besiyerinin pH'si 7,2 olmalidfr.
Guclu oksidaz superoksit dismutaz, peroksidazksim oksidaz ve katalaz aktivitesi
gostermelerine ganen hicbir helikobakter tirl aerobik atmosferdey@reez. Zorunlu

anaerop olam.gammanidisinda butln helikobakter tlrleri % 5-10 oraninda,@@ren

mikroaerobik atmosferde Urerledn-vitro Uremenin optimizasyonu icin ortamda
bulunmasi gereken oksijen konsantrasyonu % 2-80pitimal Greme isilari 37°C’(30-
37 °C) dir. Hastadan alinan biyopsi materyalindstifir yapilacaksa, érigan lezyonun
kenarindan ve mumkiinse birden fazla alandan alingexeklidir. Biyopsi materyali
mimkinse hasta bada ekilmelidir. Bunun mumkidn olmagl hallerde biyopsi



materyali icerisine % 3 oraninda gliserin, vankamisimetoprim, kolistin, polimiksin
B, nalidiksik sikloheksimid, nistatin veya amfo®n B eklenmi brucella buyyon,
nutrient buyyon veya beyin-kalp infuzyon buyyon iggvi besiyerleri icerisinde,
sogukta tginmall ve en gec 2 saat icerisinde kultlr icigetéendiriimelidir.

Uygun besiyerlerine ekilen ornekler, uygun atmosferisisartlarinda inkibe
edilerek, iremenin tespiti i¢in 3. 5. ve 7. glinékbntrol edilir. En iyi sonu¢ 7 gunlik
inkiibasyon siresi sonunda elde edilinkiibasyon periyodu sonunda kanli
besiyerlerinde dizgin, pigmentsiz, 0,5-2 mm capisajam su damlasina benzer
koloniler olwturduklari gorular. Bir haftadan daha uzun stre Ubsk edilen
besiyerlerinde kolonilerin ¢api 2 mm'yi gecebilkt kanh (%5) agarda zayif hemoliz
olustururlar. Sudpheli koloniler; gram yayma preparasyonlarinda rkikroskopik
morfolojik 6zellikleri, oksidaz, katalaz ve Ureaktigiteleri dikkate alinarak on tani
alirlar®’

H.pylori in vitro sartlardaki3-4 pasajdan sonra canfimi kaybedef? H.pylori
izolatlar % 0,25 maya ekstraktl, % 10 at kani vel3ogliserol iceren Beyin Kalp
Infuizyon buyyonda (BHIB - Brain Heart Infusion Brpth70°C de aylarca korunabilir

veya liyofilize halde +4°C’de saklanabilirler.

2.6. Biyokimyasal Ozellikleri

Helikobakter turlerinin  biyokimyasal aktiviteleri djilktir. H.canis ve
H.winghamensiglisindaki tirler gicli oksidaz ve katalaz aktivitedstgrirken, batin
turler DNAaz, l6sinaminopeptidaz ve gama-glutamitzopeptidaz aktivitesine sahiptir
Ancak oksidaz, katalaz ve Ureaz gibi birkac enzikraltivite dsinda, dger bakterilerin
tanisinda kullanilan klasik biyokimyasal ve enziiaestlerin ¢gu Helikobakterlerde
aktivite olmasina f@men in-vitro sartlarda tani amacgh olarak kullanilamaz.gén
taraftan nitratlarnn nitrite indirgemeleri, alkalefosfataz, ureaz, indoksil asetat
hidrolosilaz, gama-glutamil transpeptidaz aktivetel 42°C’de Greme, nalidiksik asit ve
sefalotine duyarlilik 6zellikleri tir taniminda kariimaktadir (Tablo 5).

H.pylori oldukga gucli bigekilde Ureaz, katalaz ve alkalen fosfataz aktivites
sahiptir, nitratlar redikte edemez, sulfurli bhéeri kullanarak HS oluturabilir,

hippurati hidrolize edemez, nalidiksik aside dilewne sefalotine duyarhdir.



2.7. Fiziksel ve Kimyasal Etkenlere Duyarhlik

H.pylori in-vitro sartlara son derece duyarli bir organizmadir. Kikulgine
Isigl, disik nem orani gibi cevresekartlarda kisa sirede inaktive olurlar.
Mikroorganizmanin canl@ini cevresel su drneklerinde, kiltirde Uretilemekekoid
formda  surdirdgli  belilenmitir.®®  Bununla  birlikte  oldukca  diiik
konsantrasyonlardaki hipoklorik asit, gluteraldelmérasetik asit gibi dezenfektanlara

duyarlidir.



Tablo 5: Helicobacter tirlerinin karakteristik 6zellikleri.

Taksonomi Katalaz Nitrat AlkadinUreaz Indoxyl g-Glutamil 42°C’de % 1 GlisiNalidiksik asit Sefalotin  Periplasmikafélla Flajella G+C

Uretimi  rediiksiyonu fokiz asetat transferaz Urem@eme (30 mg disk) (30-mg disbgfi sayisl yesieni orani
hidrolizi hidrolizi

Gastrik:

H. acinonychis + - + + - + - - R S - 2-5 Bipolar 30

H. bizzozeronii + + + + + + + - R S - 10-20 Bipolar ND

H. felis + + + + - + + - R S + 14-20 Bipolar 42

H. mustelae  + + + + + + + - S R - 4-8 Peritrik 36-41

H. nemestrinae + - + + - ND + - R S - 4-8 Bipolar 24

H. pylori + - + + - + - - R S - 4-8 Bipolar 37-39

H. salomonis + + + + + + - ND R S - 10-2 Bipolar ND

Enterohepatik:

H. aurati + - - + + + + S R + 7-10 Bipola ND

H. bilis + + ND + - ND + \Y, R R + 3-14  Bipolar ND

H. canadensis + V - - - + + R R - 1-2 Bipolar ND

H. canis - - + - + ND + - S I - 2 Bipolar 48

H. cholecystu + + + - - - + + R - 1 Mono ND

H. cinaedi + + % - - - \% + V V - 1-2 Bipolar 37-38

H. fennellia + - v - + - \% + S S - 2 Bipolar 37-38

H. ganman \% + - - - ND - - S R - 2 Bipolar ND

H. hepaticu + + ND + + ND - + R R - 2 Bipolar ND

H. mesocricetorum + + - ND - + - S R - 2 Bipolar ND

H. muridarum + - + + + + - - R R + 10-14 Bipolar 34

H. pametensis + + + - - - + + S S - 2 Bipolar 38

H. pullorum + + - - - ND + - S R - 1 Mono 34-35

H. rodentium + + - - - + + R R - 2 1 Bipolar ND

H. trogontum + + - + ND + + - R R + 5-7 Bipolar ND

H. typhlonius  + + - - - - - + ND ND - 2 Bipolar ND

+: pozitif reaksiyon; -: negatif reaksiyon; S: ddyaR: direncli; I: intermediate; ND: belirlenmegiV: degisken; Mono: Monopolar.



2.8 Helicobacter pylori Enfeksiyonlari
H.pylori insanlarda midenin antrum ve korpus bdlgelerindeklikéa

asemptomatik olarak kolonize olabilen nadir mikgarizmalardandir. Ancak
asemptomatik kilerin % 10-20’sinde kolonizasyon takibeden 10igdrisinde en az bir
defa akut atak gecirme ihtimalinin olmasi, asemgatitkntagiyicilik yerine, subklinik
enfeksiyondan tanimini kullanmanin dahagrdo olabilecgini dustindirmektedir.
H.pylori enfeksiyonlari, kor@an 6zellikleri, beslenme gkanliklari, genetik 6zellikleri,
gastrik mukozadaki defansin yetmgeli enfekte eden sun sayisi ve varsayilan
virilans faktorleri, yerlgm alani, reenfeksiyon veya reaktivasyon sayisitddavi
basarisizliklar gibi dgiskenlere bl olarak, subklinik bir enfeksiyondan gastrik

kanserlere kadar gsen geng bir gastrduodenal patlojiye sebep olurlar.

2.8.1. Enfeksiyonun Bulamasi

H.pylori'nin diinya genelinde ¢ok sayida insanda kolonize olrbagterinin
oldukca giicli bir yayllma stratejisi gglidigi izlenimini uyandirmaktadirinsanlarda
bulsg; fekal-oral yolla, &1z i¢ci sekreyonlarin buka ile yani oral-oral yolla, ev
hayvanlarindan, insan-hayvan-insan yolu ile, komtagnda ve su yolu ile gercekle
Epidemiyolojik calgsmalar, enfeksiyonlarin siklikla aile icinde,sikien kiiye yakin
temasseklinde oldgunu gdsterilmgtir. H.pylori’'nin aile i¢i gibi kapali toplumlardaki
suregenkki ve bakteri ile insanlar arasinda ki yakigkli H.pylori suslariningenotipleri
ve allelik farkliliklari ile kon&l arasinda evrimsel bir birliktgji ortaya komy, boylece
ilk olarak bir bakteri genotipi ile insanlain evsel sirecdeki yerleri hakkinda fikir ele
edilmistir. Mesela Pre-Colombian doneme ait Amerikan Yenhden izole edilen
H.pylori sularinin  allelik 6zellikleri, Colombian dénem yegkecilerinden izole
edilenlerden farkl, ancak Asya kokenliskrla ayni bulunmgtur. Bu da Amerikan
yerlilerinin Asya kaynakli oldgu hipotezini desteklerstir.®"°

Ailedeki fert sayisi ve kotu hijyerH.pylori bulas riskini artirir. H.pylori
enfeksiyonu genellikle cocukluk ganda, anneden ¢oga veya kardgen kardge gecs
seklinde olmakta, bukian sonraki kolonizasyon da omir boyu devam etndékte
Longitudinal calsmalar, enfeksiyonu kazanma riskinin annéhire kardelerin

enfeksiyon durumu ile yiiksek orandakili oldugunu gostermsiir 2. Bazi yayinlarda
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kolonizasyonun hayatin ilk aylarinda skedigl, bazi yayinlarda da 10 gadaki
cocuklarin yaklaik olarak % 90'Inda kolonizasyon tespit edsidbildirilmi stir.”* Bu
donemde midede birden fazlasso kolonize olabileg#, swlarin ¢ggunun yarsci
inhibisyon yolu ile eradike olurken, kogia mide mikrogevresine ve immun sistemine
uyum gosterebilen bir sun kalici kolonizasyon ofgurdusu ileri sirilmigtiir.”
Cocuklarda kesin olarak bilinmemekle birlikte gkinlerde gastrik kolonizasyon igin
gerekli olan bakteri sayinsin,ssubali olarak, 10 ile 10° arasinda d#sebildigi tespit
edilmistir.”®

H.pylori insanlarda, gaitadan,sdplaklarindan ve tiikiiriikten izole ediktii.””
Agiz igerisinde di plaklarinda kolonize sular plaktan sekresyonlaradan da
otoinokllasyonla gastrik mukozaya go¢ edebilmekte@iiger taraftan da gastrik
kolonizasyon, gastroozefagal refli ile bakteriniekrar &za ulgmasina yol
acmaktadir. Boylece aile igerisindeki oral-oral &ullevam etmektedir. Cinli ve Bati
Afrikali cocuklarda gozlenen artmenfeksiyon orani bu annelerin ¢cocuklariyla ortak
kaptan yemek yemelerine yani ora-oral kulmslanmstir. Yine eldivensiz c¢agan
endoskopistlerde yiksek enfeksiyon orani tespkresyonlarin potansiye buyla/olu
oldugunu da@rulamaktadi’® Diger taraftan gejimekte olan (lkelerde Hepatit-A
seropozitifliliginin H.pylori'ye benzer olmasi fekal-oral byldehine yorumlannstir.
Helikobakterler icin cinsel yolla bujabildiriimemistir.2° Gaita ile kontamine edilmi
sebze, meyve ve deniz kabuklulari gibi gida, sulag@m sularinda gibi cevresel
orneklerH.pylor bulssi ici potansiyel kaynak olabilir. Ancak bakteringanli formlari

bu tiir drneklerde gosterilememimolekiiler yontemlerle DNA's tespit edilebilgtir.”®

2.8.2 Patogenez
H.pylori patogenezde konak, ¢cevre ve mikroorganizmayeo&isayida faktorin
rol oynadgl distinilmektedir. Tablo 6’'da Uzerinde en ¢ok gén csitli faktorler

Ozetlenmgtir.
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Tablo 6. H.pylori iliskili hasaliklarin patogenezinde cgitli faktorler.

Etken Ozellik iliskili Hastalk
RKonak
Yas Erken yata enfeksiyon Peptik Ulser ve gastrik kanser
Inflamasyon Th1l cevabi Siddetli inflamasyon
IL-1B/IL-1RA/TNF-a/110 Kardia d¢I gastrik kanser
polimorfizmi
Asit sekresyonu  Yiksek Duodenal ulser
Gastrik kanser
Cevre
Sigara Gastrik kanser
Diyet Yuksek tuz / Karbonhidrat Gastrik kanser
Distk vitamin C?/B-karoten? Gastrik kanser?
flag NSAID Peptik veya diiodenal ulser
H.pylor
cagA cagApozitif Peptik/diiodenal Ulser, gastrik kanser
cagApozitif ve ¢cok sayida TPM  Gastrik kanser
vacA vacAspozitif Peptik/diiodenal Ulser, gastrik kanser
babA babAJozitif Duodenal Ulser, gastrik kanser
0ipA oipA‘acik’ Siddetli gastritis, duodenal ulcers
sabB sabB‘kapall’ Duodenal Ulser, gastrik kanser
iceA iceAlveyaiceA2dpozitif Peptik Ulser/gastrik kanser
Jhp094 Jhp094pozitif Duodenal ulser
Jhp0950 Jhp0950pozitif MALT lemfoma
HP-NAP Notrofil aktivasyonu

NSAID, nonsteroidal anti-inflammatory drug; MALT ,utosa-associated lymphoid tissue; Thl, T-helper
cell 1; IL-1b, interleukin-1b; TNFa, tumor necro&stor a; TPMs, tyrosine phosphorylation motifs.

2.8.2.1. Bakteriye ait virulans faktorleri

Enfekte kgilerin ¢osunda, belirgin  klinik semptomlarolmamakla birlikte
histopatolojik olarak kronik gastrik inflamasyorblasu karakteristiktir. Fakat kolonize
kisilerin % 80-90'Inda peptik Ulsere veya gastrik kemesdg@ru ilerleme gortlmez.
Klinik prognozun bozuldgu Kisilerde etken faktorlerin tespiti icin yapilan gahalar
devam etmektedirH.pylori swlarinin tam genom dizi analizlerini yapilmasi, gen
ekspresyonunda ve proteomik alanda spedlere yol acngi ve patojenite ve/veya
virulansla ilgili oldyzu distintlen bircok bakteriyel faktor belirlenghir (Tablo 6).
Ancak varsayilan virulan faktérlerinin 6nemini gésheye yonelik olarak bu gine
kadar yapilan ¢ok sayidaki gahada, bunlarin hicbirinin tek k@a spesifik bir patoloji

ile fizyopatolojik iliskisi aciklanamangtir.®*
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2.8.2.1.1. Kolonizasyon Faktorleri
H.pylori’nin sahip oldgu flajellalar, treaz enzimi ve hiicre ylzeyinde eksp
edilen protein yapida ¢#li adhezinleri, gastrointestinal sisteme kolomganunda

major rol oynamaktadir.

2.8.2.1.1.1 Hareket ve Flagella

Organizmanin sahip olgu spiral sekil ve altlya kadar olan kilifli polar
flagellalar, H.pylori'ye gastrik sivida ve mukusda hareket etme kaliiliye
kazandirmaktadir. Ureaz enzimiyle etrafinda yeteriktarda bikarbonat ve amonyak
katmani olgturarak guvenli bigekilde gastrik asit bariyeri ve mukus katmanigmayi
basarabilmektedir. Domuz denekleri kullanilarak yapileayvan modelli caijmalarinda
motilite ve Ureaz aktivitelerinin kolonizasyonunéaansiyel oldgu gosterilmgtir.®?
Ornesin  flgE, flagellar cengel proteinini  kodlamaktadir, bu gendolian
mutasyonlarda, hareketsiz ve flagellasiz bakteolegsmakta fakat flagellin sentezine

devam edilmesine gamen kolonizasyonu gercektedememektedirlef?

2.8.2.1.1.2 Ureaz Enzimi

Ureaz negatif mutant ve Greaz inhibitorleri ile yap caitli hayvan denekli
calismalardaH.pylori'nin Greaz enziminin, gastrik mukozal kolonizasyossilamada
kritik rolleri olan adaptif bir enzim oldiu belirlenmitir. Ureaz, ureyi amonyak ve
bikarbonata cevirerek asit pH'dan korunmasina yardetmekte ve bakteriyi
cevreleyerek alkali bir katman gurmaktadi®® Bakteri proteinlerinin % 6'sindan
fazlasini olgturan Greaz enzimi kofaktér olarak nikele ihtiyagydktadir.H.pylori’'nin
ureaz enzimi 550 kilo dalton (kDagiaiginda heksamerik bir molekuldir. 61,7 ke (
ve 26,5 kDaff) agirhgnda iki farkli subinit icerir. Ureaz, kroni.pylori enfeksiyonun
bir 6zelligi olan lamina propriada godzlenen inflamasyona déiéa bulunmaktadir.
Ayrica in-vivo Ureaz aktivitesi insan gastrik epitel hicreleririeksik etki

gOstermektedir.
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2.8.2.1.1.3 Adhezinler

H.pylori’'nin konak hiicre reseptotrlerine @anmasi, bakterinin gastrik limenin
hareketine kar koyarak kolonizasyonu ve zedelesngastrik epitelyumde doku
araliklarindan sizan besin maddelerini kulanabilmes 6n sarttir. Dizi analizi
calismalar sonunda bakterinin konak dokuya adezyonwhaynayan d¢ membran
proteinleri, (OMP) kodlayan genlerin, tim ORF’leaklssik olarak %1’ini olgturdusu
gosterilmitir. Bu OMP’ler adezyonun yani sira irekt olaraktdrinin virilansinda da
rol oynamaktadirH.pylori mide epitel hicrelerine tutunabilmek icin en aZabkl
adhezin kullanmaktadir. Bunlardan BabA, Lewige Lewid, Sialik asit bglayan
adezin, SabA, flagella membranindassidasi HpaA proteni, HpQ, OIpA ve gl
membraninda yer alan HspA daha ilk belirlenen aidiezlir®* Buna ek olarak g1
membranda, ¢ok azinin fonksiyonu belirlenebglntiazilarinin ise bakterinin adherens
Ozelligine katki sgladiklari gosterilmg, 19 yeni lipoprotein yap! elemani tespit
edilmistir. En iyi tanimlanmy H.pylori adhezini, segici olarak gastrik hiicre membrani
tizerinde yer alan kan grubu antijenleni Lelyis baslanan, membran Ikgh protein
BabA'dir. BabA’nin terminalinde bulunan fukozillemgryapilar, gastrointestinal sistem
mukozasinda ve kirmizi kan hicrelerinde bulunan kgap antijenlerini taklit
etmektediP® Kan grubu O olan kilerin peptik ilser ve adenokarsinomaya olan
yatkinligi kan grup O spesifik antijen glayan BabA adhezinlerle aciklanabilir.
Swlarin siyalize glikokonjugantlara panabilme kapasitesi, virulansa ve enfeksiyonun

kroniklesmesine katki sgamaktadir.

2.8.2.1.2. Konak Savunmasindan Korunma Faktorleri

H.pylori; midenin lokal veya sistemik, @al veya kazanilngiimmun cevabindan
korunacak ¢ok sayida yapisal elemana, enzime &@nleke sahiptir. Bu elemanlar;
flagellalar yapi, gucli Greaz enzimi, katalaz vepesoksit dismutaz enzimi, adeziv
proteinler, musinaz gibi suda c¢oOzunur extrasellleediyatdr proteinler ve

proliferasyonu inhibe eden proteinlerdir.
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2.8.2.1.2.1. Katalaz ve Superoksit Dismutaz

H.pylori'nin gastrik mukozada canli kalabilmesini kolaylean dger adaptif
enzimleri ise antioksidan defans mekanizmasindaoyolayan katalaz ve siperoksit
dismutazdir. Her iki enzim de bakteriyi lamina piiagl ve epitel hicrelerini infiltre
eden notrofillerden sekrete edilen reaktif oksijadikalleri olan hidrojen peroksit ve

hidroksil radikallerine ka korumaktadif®

2.8.2.1.2.2. Thioredoksin (CD59)

H.pylori sulari proteinlerin disulfit bglarini keserek denatire edebilen
Thioredoxin (CD59) enzimine sahiptir. Bu enzim riteikus tabakasindaki musinleri ve
konak tarafindan sekrete edilen nonspesifik ve iketgA, IgG ve IgM gibi
immunoglobulinleri denattire ederek vicut savunnden korunabilmektedirler.
H.pylori thioredoxin (Trx) 1’in arginazseparonu oldgu ve bakteriyi oksidadif ve

nitrosatif strese kar koruyucu oldgu belirlenmitir.®’

2.8.2.1.3. Doku Hasari Olsturan Virulans Faktorleri
MikroorganizmacagA, vacA, iceA, babye oipA gibi virulansta ¢cok d&sik ve

hayati roller oynayan gen bélgelerine sahiptir.

2.8.2.1.3.1.cagA Patojenite Adasi ¢agPl) ve cagA Geni

H.pylori swlarinin yaklaik % 70’inde virulans ile gicla gkisi olan CagA
sitotoksin kodlayanagA geni bulunmaktadir ve bu genitgan, yani CagA olan sylar
Tipl sy olarak adlandiriimaktadicagA™ suslar ile ilisikili enfeksiyon riski, ceitli
calismalarda dgisklikler gostermektedir.CagA proteini, 128 kDa buyukgiinde
yiiksek derecede immiinojenik olan ve imflamatuvaabeuyaran bir proteindicagA’
pozitif swlar, artmg inflamasyonun yani sira, hicre difererasyonu, \astri
mukozanin metaplazisi ile de skilidir. #°° Fischer ve arkagarinin, sadeceagPI
icerenH.pylori suslarinin mide epitel hicrelerinde hicre iskelegigi&likleri ve NF-«xB

bagimli inflamasyonu yapabildi gosterilmistir.>*
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Cok az sayidaki ¢caimadacagA suwlar ile herhangi bir ikki bulunamamgken
dogu asya kokenli sgarda CagA varfii atrofik gastritten gastrik karsinomaya kadar
giden gastroduodenal patoloji icin en dnemli faédtir Batl kokenli sglarda CagA nin
H.pylori'ye basli kanser riskini 2-3 kat artirginin gosterilmesine keaitik dogu kékenli
swslar icin OR oraninin 28,4 kadar yiiksek gidibulunmgtur. (95% CI: 3,7-217,1%
Risk analizinin dgerlendiriimesi igin CagA sitotoksini ve cagPliner analizi
gereklidir.

cagAgeni genomik patojenite adasagPl varligi icin bir marker olarak kabul
edilmektedir.cagPl yaklgik 40 kDa buyuklgtindedir ve 27 gen lokusuna sahiptir.
cagA pozitif swlarin ¢ggu, tam ve ardik bicimde yerlemis cagPAle sahiptir.cagPI
da kodlanan genlecagPhin terminal bdlgesinde kodlanacagA geninin kodladi
effektér CagA’proteinini gastrik hicreye transferdea ve Agrobacterium
tumefaciensiekine benzeyen bir Tip-1V sekresyon sistemi (T4&®)amakadi?®**

H.pylori T4SS ile CagA'nin yani sira immunopatolojide samede etkin olan
Nod1 iliskili inflamatuar cevabi aktive e#ii bildirilen bakteriyel peptidoglikanin da
hiicreye translokalize edilgli gdsterilmitir.>>®” Hiicre sitozoliine transfer edilen CagA
burada Src kinazlar tarafindan fosforile edilirc &nazlar hiicrede temel sitoskelatal
islemleri, hiuicresel proliferasyon ve diferansiyasyamtrol ederler ve karsinogenezde
anahtar rol oynarlar. C-Src kinazlarla fosforillegn€agA; SHP-2 ve MAPK’ailesi
Uyesi olan ERK’y! aktive ederek hiicre sinyal sisteérhozar, hiicrede treme faktorleri
kontrolden cikmy gibi morfolojik desisim, humbird hiicre gériingekillenir.”®%° CagA,
c-Src reseptorler ginda, onkogenezde rol oynayan birshe protein kinaz, c-abl
kinazlar tarafindan da fosforile edilir. Kinazlagihda c-Met reseptorlerine degdbvanan
CagA yine ERK uzerinden hiicrede mitojenik cevalyldta. Farkli sglardan izole
edilen CagA proteinin c-terminal ucunda farkli $anda, EPIYA, tirozin fosforilasyon
motifi, TFM, tanimlanmgtir.*°**** TMF'lerinin, disik karsinojenik 6zelfie sahip bati
kokenli sylarda buyuk dlctde yapisal glgkenlik gosterdii, buna kagilik karsinojenik
dogu kokenli sglarda oldukca stabil bir yapiya sahip olan bu nterih SHP-2'ye
yuksek oranda lganabildikleri gosterilmtir.

CagA’'nin N-terminal ucu, trozin fosforilasyonundbasimsiz olarak epitelyum
hiicreler arasindaki desmosom ve tight junction ginérini hedef almaktadif? Bu

bdlgede ZO-1, JAM, ve E-cadherin gibi bir cok protiéee kompleksler kurararak hiicre
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ve mokuza fonksiyonlarini, kgagin sikiligi ve adherensini, boza#%* Sonug olarak
epitelyal polaritenin kaybolur ve transforme kaosma hicreler invaziv fenotipe
benzeyen hiicresel davrglar sergiler®® Diger taraftan E-katherini etkileyen
CagA'nin, [-katenin sinyalini bozarak gastrik epitel hicreterdintestinal
diferansiyasyonu ilerletti, buna bgli olarak da karsinogenezisis tetiklgdihlcre
kilturi  calsmalarin da da gosterilgtir.*®**%® CagA lzerinden gerek sinyal
sistemlerinin modifikasyonu gerekse inflamatuvavate bgli olarak sekrete edilen
sitokin baskisi gastrik hlcrelerde intestinal veiiiz tip hiicre metaplazisine sebep
olmaktadir'®*'% Metaplazik dgisimlerde CagA’nin muhtemel réliinii tespit amaci ile
deney hayvanli ¢caimalarda, mongoliyan gerbillerde Cagauslarin gastrik mukozada
insanlardakine benzeekilde neoplastik transformasyona yol gcgostermgtir, 2%
Gerbil modelli bir dger calsmada CagA’nin3-katenin yol&ini aktive ettgi ve buna
bagli olarak hiicre niikleusunda translokasyon gorgildibir bgka calsmada da, cagA
veya T4SS foksiyon defisitli mutantlarin daha i1himhflamasyona yol agii
gosterilmitir.®>**CagA’nin DNA kleyen enzim (AID) ekspiresyonunu indiiklgidve
bununda tumor stupressBb3 geninde mutasyonlaringlmasina yol acgini ileri stiren
yayinlarda mevcuttur'? cagAgeninin blyuklgl ve proteini sglar arasinda farkliliklar
gostermektedir. Genin 3’ bolgesinde tekrar ederasglarin sayisiyla gesen protein
varyasyonlari gortlmektedir. Konak hicresi iceesanjekte edilen CagA’daki EPIYA
motifi trozin fosforilasyonunda hedef bolgedir viofeinin variable bolgesinde karboksi
ucunda 5 amino asit (Glu-Pro-lle-Tyr-Ala) icermedité’” Bazi calsmalar EPIYA
motiflerinin sayisinin farkh klinik sonuclarla ki oldugunu gosterngtir. Daha fazla
EPIYA motifi iceren sglarin yiksek seviyede CagA fosforilasyonu ile vénaldazla
sitoskeletal yeniden dizenlemelerle ve dolayisagtafik gastrit ve gastrik kanser ile
iliskili oldugunu digiinilmektedi’®?’® Azuma ve ark. atrofik gastritte duodenal
ulserden daha siklikla izole idilen 4'den fazla ¥RImotifi iceren sylarin gastrik

kansere neden olangar oldusunu bildirmilerdir.2%°

2.8.2.1.3.2vacA (Vakualizasyon Yapan Sitotoksin) geni
H.pylori 60190 (ATCC49503) sunun sivi kdltar filtratlarinda memeli

hicrelerinde geri vakuolizasyona sebep olan bir ekstra selltler itokgarlig
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gosterilmitir. Yaklasik olarak 140 kDa @rliginda 1,287-amino-asitden gan pro-
toksin olarak Uretilen ve “vakuolizasyon toksinidAd olarak tanimlanan bu protein
kromozomda 3864 bp uzur@unda bir acik okuma bdlgesi-ORF- olamacA geni
tarafindan kodlanmaktaditd.pylori swlarinin tamamindavacA geni bulunmasina
ragmen syglarin yaklgik olarak % 50’sinde VacA toksini tretilmektedlioksin Ureten
suslarla toksin tretmeyen slar ararasinda énemli farkliliklar buluntif.***vacA geni
mozaik yapida olup, heterojenite gosteren 2 gegasandan olgur. Genin 5’-amino
ucuna yerlgmis “S” bolgesi sinyal peptidini kodlar ve s1 ve s@léri bulunmaktadir.
vacAgeninin sl tipini barindiran gar aktif toksini sekrete ederler ve hem gastriseiil
hem gastrik kaserle daha yuksek orandsgkiiii bulunmuwlardir. sl tipi, prognozu
etiledigi dustnulen, farkh sitotoksik aktivite goésteren slab sk slc allelik tiplerine
sahiptir*** Genin orta bolgesinde bulunan ORF kisimdaki “Mfgesi ise m1 (mla ve
mlb subtipli) ve m2 tipleri bulunmaktadir. m1l spbtdaha kuvvetli vakuolizasyon
aktivitesine sahiptit’®> VacA toksini “sekrete proteinlerin ototransporteilesi”
icerisinde yer alir. Toksinin karboksi terminal nda bu aile icin spesifik olan
fenilalanin rezidi bulunur. Ribozomlarda uretilemotoksin, toksin aminoterminal
bdlgede yer alan 33 amino asitlik sinyal u¢ “s” dawe karboksi terminal ugtan
proteolitik enzimler tarafindan kesir ve 88.2 +8Z{95) kDa girliginda 821 amino asit
uzunlggunda matir proteine dostiirilerek hiicre dina sekrete edilit'® Matur
toksinden ayrilan pro-VacA peptidinin karboksi uctpksinin bakterinin  d
membranindan gariya ototrasportu ile ilgilidit*” VacA'nin sitotoksik etki gostermesi
icin bakteriden sekrete edilmesi ve konak hiicrezsitine aktif formda penatrasyonu
gerekmektedit!® SekresyoncagPlda kodlanan T4SS ile gercefite Sekresyon
sirasinda toksinlerin yaldek %50’si bakteri hiicre yuzeyi ile gkide kalmaya devam
eder, kalani ise ortama serbest birakilir. Baki@zeyi ile iliskili olan VacA molekilleri
fonksiyonel olarak aktiftir ve konak hicre membranib&lanan bakteriden T4SS
ilerekt olarak konak hiicre sitozoliine géndefititVacA toksini icin hedef hiicrelerde
iki farkl reseptorin var@ gosterilmgtir. Bunlardan birisi p250 olarak adlandirilan 250
kDa airliginda bir ylzey glikoproteini, “reseptor tip proteinzin fosfataz-RPTP$
(PTPB)” dir. Diger reseptor ise “protein tyrosine phosphatase tecéype Z” “RPTP
¢’ (PTPRC) dir. VacA mide epiteline PTR ile baslanir Mide epitelinde bir PTR

substrati olan, reseptor kinaz interaktor-1 ildebik G hicre, Git-1lin, miktari artar
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yani, trosin fosforilasyonuna sebep olufpsforilasyon, gastrik asit sekresyonunu
artirarak epitelyumde aymaya ve Ulserasyona sebep olur. RiPsignal sisteminin
yol actgl gastrik epitelyumde hicreler arasi agra ve hicre @ ortamin iyon
dengesinin bozulmasi ulserasyonun mekanizmasigtuolu. Diger taraftan TR’ nin
hiicre ici liganti olan pleiotrophin (PTN)'de gakttilser olgumunu artirit-2%122

VacA’nin H.pylori kolonizasyonu ve infeksiyonun sonucunugidgérebilecek
cesitli toksijenik ozellikleri vardir. VacA'nin en lyicalsilan etkisi endozomal
maturasyon Uzerine olan etkisidir ve bu epielyatrblerin vakuolizasyonuna yol
acmaktadirVacA'nin endozomal vezikilere eklegdiklor kanali aktivitesi ile porlar
olusturdusu, endozom icerisindeki anyonlarin kompozisyonunegigirdigi ve
arkasindan ozmotikismeye yol acil distintlmektedir. Endozom Uzerine etkilerine ek
olarak toksinin ayni zamanda apoptozis yoluyla kohécre 6lumunu induklegi ve
bunu mitokondriyal membranlardaki por glimu yoluyla gercekigizi*?® ve ayni
zamanda indirek olarak pro-apoptotik sinyal molékirnin aktivasyonu yoluyla yagi
distinilmektedirt?* Piirifiye vacA direk olarak fare gastrik mukozasuygulandginda
epitelyumda erozyonlara yol acgabilmektedir. VacA'rnwvarsayilan bir hicre yilzey
reseptorii “trozin fosfor reseptor tip Z” (Ptprz)oteinidir. Ptprz mukoza Uzerinde
saflastirilmis vacA'nin erozif etkisi ile ilgili oldgu bulunmgtur. Ptprz defisitli farelerin
genetik olarak VacA'nin Ulser yapici zedelenme&ag! direncli oldygu bulunmuytur.
125 vacA'nin bildirilen baka bir etkisi de hiicreleren iyonlar, demir, nikébigkiiciik
molekdller,sekerler ve aminoasit kaybina yol acabilme kabildiet Bu etkiyi kawak
batinliginde majér bozulmalar olmaksizin siki kakdarin bariyer fonksiyonunu
bozarak yappn disinulmektedir. H.pylori'nin epitelyal bariyeri zedeleyerek veya
kicuk molekulerin hiicre gina sizintisina yol acarak besin maddelerini eltfiggi e
spekile edilmektedir. Son cahalar VacA'nin baisikhk sistemi Uzerine olan
potansiyel etkileri {zerine goinlasmistir. VacA'nin in-vitro'da T hicre
aktivasyonunun oldukga giiclii bir inhibitérii ofgdubulunmugtur.*?°

VacA uretimi ile gastrik Glser gaimi arasindaki etyolojik ikkiye ait celgkili
sonugclar elde edilngiir. Mongol gerbillerindeH.pylori enfeksiyon cagmasinda vacA
defektif sylarla wild-tip sylarin benzer inflamasyona yol ggtigosterilmgtir. Buna
kallik vacA mutant sglari ile kolonize hayvanlarda gastrik Ulserin isikisel olarak
anlaml derecede daha az aqidugdsterilmitir.'>’ Bagka bir calsmada fareler hem
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H.pylori wild-tip ile hem de vacA gen delesyonuna sahipantiarla infekte edilngi
wild-tip bakterininvacAdefisitli sula olan rekabeti kazangligosterilmstir, bu durum

kolonizasyondaacAnin bakteriyi pozitif yonde etkiledini gostermektedit?®

2.8.2.1.3.3iceA Geni (Inducible by Contact with Epithelium Gene)

iceA gastrik epitel hiicre ile temas sonrasi uyarilardstriksiyon metilasyon
genidir. GeninceAl( hpyR) ve iceaZolarak tanimlanan iki allelik tipi bulunmaktadir.
iceAlin trint olan IceAlN.lactamica’ninrestriksiyon enzimi Nlalll ile buytk oranda
homoloji goterir Bazi sglarda hpyl-M korunmu olmasina kaulik hpy-R mutasyona
ugrams veiceA2gen alleli ortaya ¢ikmgtir. H.pylori swslarindaiceA2 giderekiceAZin
yerini almaya bglamistir. Ancak bu allellerin virulansa katkilari ve ik 6nemleri
tartisiimaktadir. Amerika ve Hollanda gibi bati toplumtatan izole edilen slarda
iceAlvarligl peptik Ulser ve gastrik karsinomalar icin Oneimli risk faktori olarak
gorurken, Japonya, Cin, Kore; Kolombiya ve Teksagidpilan caymalarda boyle bir
ili ski kurulamamgtir. Koehlerve arkadglari iceAlallelinin llser ve gastrik karsinomali
ve MALT lenfomali hastalardan izole edilenslsuda, gastritli hastalardan izole edilen
suslara gore 3,6 katyacAslalleli ile birlikte ise 5,6 kat daha yiksek preaadta
goruldigtni bildirmglerdir. iceAgeninin dger genotipi olan ve gorilme siglgiderek
artan teA2 geni daha cok gastritli veya non-llser dispegsistalardan izole edilen
sularda gorulmektedir. Ancak Cin ve Asya kokenlslandaiceA allellerinin spesifik
bir patoloji ile iliskisi gosterilemenstir. Ashour ve arkaddari da Brezilya kdkenli 142
hastadan izole ettiklerH.pylori swularinda iceA allellerinin gorilme sikfiini ve
bunlarin muhtemel klinik yansimalarini gmamislar, sonuctaiceAnin klinik fark
gozetmeksizin izolatlarin %90’'Iindan fazlasinda hdigunu, siklgin 7 ya Gzerindeki

hastalarda daha yuksek oranda @glchw belirlemglerdir.

2.8.2.1.3.4babA geni
H.pylori genomunda iki ayrbabA geni bulunmaktadirbabAl hemen hemen
tam bir ORF icermektedir fakat translokasyon icereakli olan bglangi¢c bdélgesine

sahip dgildir ve translokasyon gercekimez.ikinci form babA2ise 5’ ucunda 10bp’lik
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insersiyon ve ATG bgangic kodonu icermekte olup @ensiz olarak ORF
ekspresyonunu gercekibilmekte ve gastrik hiicre tzerinde yer alan kamgrmantijeni
Lewis”ye baglanan, membran K bir adezin olan BabA proteinini kodlamaktadir.
cagAve vacApozitif olan Tip-1 sglarininbabAgeni tgimalari halinde duodenal Ulser
ve gastrik adenokarsinom riskinin yiiksgidi*® bab2A geni taimalari halinde ise
glandular atrofi, intestinal metaplazi ve argrapitelyal hiicre profliferasyonu ve gastrik
kanser riskinin artg bildirilmi stir.

Bu genler dd membran proteinleri ailesi icerisinde yer alan Mepylori
swlarinin gastrik epitel ylzeyindeki LewWiskan grubu antijenlerine BEnmasini
saglayan proteinleri kodlarlar. Bu proteinler sayesindakteri mide peristaltizmi ve
ortamin asidine kar korunur. Lewi8 ye balanmada daha etkin olgu distnilen
babA ayni zamanda flagellindir. Yapilansgé celismalarla5’i babAda (AD1, AD2.
AD5) 3’ debabBgeninde (BD1, BD2 ve BD3) olmak lzere 8 allel teiislerdir. Bu
allelik farklihgin cagrafi ve etnik bir temeli olmagh gibi Lewis’ antijenine balanmada

da bir farklilk yaratmadiklarini bildirilingtir.

2.8.2.1.3.50ipA (Outer Inflammatory Protein) Geni

H.pylori hiicre duvarinda yer alanipA (HP0638) geninin kodlagh OipA
proteininin,cagPAlgibi IL-8 expresyonunda rol oynar. OpiA’'nin inakdsyonu ile IL-8
dretiminin % 40 oraninda azag gosterilmgtir. opiA geni ile birlikte cagPl'da
eksprese edilen CagE’nin inhibisyonu halinde IL-Betiininin tamamen durdiu
gozlenmgtir. Molekuler bazl cakmalarda OpiA'nin NF«B ve AP-1 gibi IL-8
aktivasyonu icin gerekli olan ISRE’nin aktivasyowianrol oynayan STAT-1'i aktive
ettigi gosterlmgtir. opiA pozitif swlarin diodenal Ulserle ¢kili olduklar ileri

surulmigtir 130131

2.8.2.1.3.6. Oger Gen Bolgeleri

Gastrik karsinomali hastalardan izole edileslada esnek bdlgeplasticity
region olarak tanimlanan vie.pylori genomundaki en gesken bolgeyi olgturan yeni
bir ORF bolgesi gosterilngtir. Blyukligti sylar arasinda dgsiklik gosteren (J99
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swunda 45 kb ve 26695 gunda ise 68 kb) bu boélgelerde kansersoiu ile iliskili
oldugu disinulen genlerJHP940ve JHP947ile gastritle ilgkili oldugu distindlen ve
sadece 26695 sunda gosterilen bir genHP986, yer almaktadir. Brezilya'da gastrik
kanser, Ulser ve gastritli hastalardan izole ediB8® sy ile yapilan PCR bazli
calsmada sadecdHP947 genine sahip slarin kanser ve dlser ile gkili olduklari
gosterilmi, diger iki genin hastain prognozuna etkisinin olmaglitespit edilmgtir.**
Ancak JHP947geninincagAile birlikteligine dikkat ¢ekilmg ve bu yeni genivacAve
cagAile birlikte 6nemli bir virulans faktori olabileggileri stirtilmitiir.**2

H.pylori pldA ve pldCgenleri tarafindan kodlanan PIdA ve PIdC proteinler
fosfolipaz aktivitesine sahip olup, mide mukusurapikalindeki fosfolipidden zengin
tabakay!i tahrip ederek, mikroorganizmanin gastii&réler arasi @@lokuya ulamasina
yardim edef*

HP-NAP (notrofil adeziv protein) olarak tanimlanae bakterioferritin gen
ailesinden,napA geni tarafindan kodlanan 150 kDa bir buyik prqteidtrofillerin
yuzeyinde CD11lb ve CD18 ekspresyonunu artirarakrofierin endotel hicreye

baglanmasini kolaylgtirdigi belirlenmitir.

2.8.2.2. Hastaya Ait Faktorler

Son yillarda Kilerin sahip oldgu genotpik 6zellikler, 6rngn polimorfizmler
(IL-1B, IL-RN ve TNF+), diyet alskanliklari ve sigara kullanim gibi cok g#i hastaya
ait faktorlerin, enfeksiyonun seyri ve patogenezdelteri aydinlatiimaya bganmstir.

2.8.2.2.1.Doku polimorfizmi

Gunumizde gastroduodenal hastaliklarin patogenezimdl oynadiklari
disunulen birgok polimorfizm tanimlangiir. Konasin adaptif ve dgal immun
sistemlerinde (6rn: IL41, TNF-, IL-10, IL-8, TLR4, Mannoz bgayan lektin) olgan
cesitli - allelik kombinasyonlar inflamatuar strecirgekillenmesini  direk olarak

etkileyerek infeksiyonun dlser, gastrit, premaligre malign dongimine etki
etmektedirler. Bu polimorfik bolgelerddh-1B sistemine ayrintili olarak @ailecektir.

48



2.8.2.2.1.1. IL1 sistemi

Tanimlan ilk sitokin olan IL-1, monositler, makrgéa, trombositler ve
hasarlanmy endotel gibi bircok hicrelden salinmaktir ve herhemen tim doku ve
organ sistemlerinde gidli etkileri olan polipeptid yapida bir molekuldUi-1 hem akut
ve hem de kronik inflamasyonu indiikleyen proinflanvar sitokinlerin prototipidir ve
prototipik alarm sitokini olarak da adlandiriimadita IL-1; IL-1a ve IL-13 iki alt
gruplarindan olgmaktadir. IL-Iu siklikla dolgimda bulunmaz ve hicre lizisi esnasinda
hiicrelerden salinan inflamatuvar bir protein olagékev yapaktadir. Bununla birlikte
IL-1B ekstraselltler ortama salinmaktadir. Ig+iedef hiicrede gen ekspresyon dizeyini
artirarak veya azaltarakgdir sitokinlerin ve proteinlerin sentezini etkilentedir. IL-1,
immun sistemdeki etkisini T lenfositler, B lenfdeit makrofajlar ve kemik igi
hiicreleriyle etkilgime girerek gercekigirmektedir. Bu fonksiyonlar hiicre ylzeyinde
bulunan IL-1 Reseptoru (IL-1R)'ne @anilarak gercekkgirmektedir. IL-1R
reseptdrlerin iki tipi tanimlanngiir (IL-1RI1 ve IL-1RII). Endotel, mide ve @der birgok
dokuda IL-1RI saptanirken, IL-1RIl B ve T lenfositie bulunmaktadir. Bir denge
mekanizmasi olarak IL-1'in bu gucli inflamatuvakist, yapisal olarak benzer bir
molekil olan IL-1 reseptdr antagonisti ( IL-1RA) ilantagonize edilmektedir. IL-
1RA’y1 kodlayan gen]JL-1RN olarak adlandiriimaktadir ve ILBly1 kodlayan gen ise
IL-1B geni adlandiriimaktadir. IL-1RA ve IL-1'in her #ide ayni reseptore
baglanmakta ve kompetetif inhibisyon ile IL-1'in etkii antagonize edilmektedir.
Cesitli calismalarla IL-1RA plazma dizeylerinin immunolojik, e¥siyéz ya da

travmatik durumlarda belirgin olarak agftibelirlenmitir ve IL-1Ra, akut faz proteini

134
olarak kabul edilnytir.

2.8.2.2.1.21L-1B polimorfizmleri
Kromozom2qya yerlesmis olan IL-1B geni i¢cinde promotor bolge tzerinde -

511, -31. bazlarda ve 5. ekson icinde +3953. pomisyda tek nikleotid

135
polimorfizmleri (SNP) tanimlanrgtir  (Sekil 2). Yine 2. kromozamda bu bdlgelere

ardsik yerlesimli IL-1Ra geni bulunmaktadiinterlokin 1B genil(_-1B) ve interldkin 1
reseptor antagonist geniL{IRN) kromozom 2q14 izerinde 360-kb bir bélgede
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yerlesmistir.[6]. IL-1B geni velL-1RN geni yuksek polimorfizme sahiptir. -31 ve -511.
bazlarinda gorulen polimorfizm CC, CT ve G@éklindedir. Gen polimorfizmine g
olusan IL-1 sistemindeki dgsikliklerin inflamatuvar hastaliklarda etkili olaletesi
tespit edilmgtir. Sitozin-Timin (C/T) mutasyonlarinin goralga IL-1p -511 ve -31
polimorfizmlerin kompozisyonu ile sistemik lupusitematosus, romatoid artrit gibi

¢esitli otoimmin hastaliklarla ve kronik arofik gastriduodenit, gastrik adeno

karsinoma gastroduodnal patolojiler arasindakkisi incelenmi;tir.l%ILlB’nln gastrik
asit sekresyonunu gucli bigekilde inhibe etmesi ile allellerin IL1B Gretimini
downregile etmesi ve bodylece gastrik asit sekrasyam indiklenmesi bazi allelerin
diodenal ulser icin risk allelleri olgunu dgundurmekdir. Ek olarak bu durumun tam
tersi durumlarinda ise kronik atrofik gastrit vesty&k kanser lehine dwu gidisat
olmaktadir.

H.pylori ile enfektelL-1B -31 CC genotipine sahip sderde daha az ILB
sekrete edildii, midede hidroklorik asit seviyelerinin yukseildive duodenal Ulsere
duyarl olduklar bildirilmitir.**” -511 TT, -31 CC genotiplerH.pylori ile enfekte ve
duodenal Ulserli kilerde, normal mukozalH.pylori ile enfekte kgilerden daha sik
goruldigu tespit edilmgtir. Bununla birlikte gastik kanser hastalarindaniozigot IL-
1B-511T/T genotipi tgyicilarinda malignensi gglmi igin anlamli oranda artmirisk

belirlemistir.*3813°

2.8.2.2.1.31L-1RN polimorfizmleri

IL-1RN geninin 2. intronu 86 bp’lik Variable Number of Tandem Repéats
VNTR (Degisken Sayida Ardik Tekrar) dizilimine sahiptir. VNTR tekrar sayiaigore
farkh alleller ve polimorfizm csitleri olusmaktadir §ekil: 2 ve 3). Orngin ikinci intron
icine 86-bp disizinin dort tekrarinin girmesi ilel@ bp uzunlgunda IL-1RN1
olusurken; 86 bp dizisinin iki tekrarinin girmesi 240 bzunlgunda IL-1RN2 olgumu
ile sonuclanir. 86 bp dizisinin kelc ve altl tekrarlarinin girmesiyle ise sirasijla
1RN3, IL-1RN4 ve IL-1RN5 olarak tanimlanan allelleelirlemistir.*° Digerlerinden
daha sik gorilen allel IL-1RN1 diye adlandirgim, diger allel ise IL-1RN2 alleli
olarak adlandiriinstir.
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Bununa birlikte IL-1 RN de cok eitli polimorfizmler tanimlanmytir. Ornesin
farkl intron ve eksonlarda bir¢cok tek baz ciftiNB) mutasyonu sonucgekillenen
polimorfizmler tanimlannstir.

IL-1RA ve IL-1 seviyeleri inflamasyon va@ginda normalsartlara kiyasla

yuksek seyretmektedir. IL-1RN polimorfizminindekiL-RN2 allelinin (2*/2%),

141
monositlerde IL-1RA sentezini arttiggdi distinilmektedir. IL-1RN1 homozigot

bireylerle kagilastirildiginda, IL-1IRN2 homozigot bireylerde endotelden saliriL-

142
1RA dizeylerinin 2-3 kat daha az ofgubulunmytur. Allel 2 icin homozigot olan
bireylerde (2*/2*), kronik inflamatuvar hastaliklar daha uzun surgi ve siddetli
inflamatuvar immun cevap ggligi tespit edilmgtir. IL-1RN2 genotipi Ulseratif kolit,

lupus eritematosus, Crohn hagtgliankilozan spondilit gibi otoimmun hataliklarla v

143
osteoporoz, koroner arter hasgalle iliskili bulunmustur.

2000 yilinda EI-Omar ve arkadarinin gastrik kanser ve poimorfizm arasindaki
pozitif iliskinin varoldygunu bildirmesiyle IL-1B ve IL-1RN genleri agarmalarin
odaz haline gelmitir.****** |L-1B-511T ve IL-1RN2 polimorfizminin H.pylori
varhginda veya yoklgunda gastrik kanser riskini artirmaya meyilli gidu

bulunmugtur.**®

Ulser

/

Allel 1(C) . Allel 1(T) LB . Gastrik
Allel 2 (T)* Allel 2 (C)* . asit
CIT T/C
Prometer Sodbwan dizi = ] Gastrit
511 31 asiri
Tek NuKleotit Adeno Ca
Polimorfizmi /
86 bp VNTR
Allel 2* (2 IL-1Ba
tekrar)
IL-1 RN geni [ furon2 [T

Sekil 2: IL-1B velL-1RN genlerinin 2. kromozom Uzerindeki yerlgim yerleri ve polimorfizmin IL-1
sistemine etkisi.
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2.8.2.2.1.4H.pylori ile induiklenmis gastrik patolojilerde IL-1 gen kiimesinin

ve caitli polimorfizmlerin rolu

Bakteri ve konak genetik faktorlerinin kompleks iktgimi, cevresel faktorlerle
beraber kilerde farkl Kklinik sonuglarin okmasini belirlemede 6nemli roller
oynamaktadirilging olarak bakteri enfeksiyonu sonucu w@n iki ayri gastrointestinal
hastalik olan Ulser ve gastrik kanserde gastrik askresyon dizeyi zit olarak
etkilenmektedir. YUksek asit sekresyonu duodensérél yol acarken, gastrik kanserde
distk asit sekresyonu ve parietal hiicre kaybi gorutedkk

Gastrik mukozada sekrete edilen proinflamatuarksitmlan IL-1 ve TN
H.pylori infeksiyonunda inflamatuar cevabi steima ve giclendirmede anahtar rol
oynamaktadir. Kromozom 2q Uzerindeki IL-1 gen klind&® kb’lik bir bdlgede birbiri
ile iliskili 3 gen icermektediriL-1A, IL-1B, IL-1RN Bu genler sirayla ILd, IL1B ve
endojen reseptor antagnisti IL-1 RA'yr kodlarldi-13 gastrik asitin potent bir
inhibitéradur veH.pylori infesiyonunda gastrik alanda moduilasyondan sorwidusu
disinulmektedir.IL1B gen bolgesinde transkripsiyonunslaamgic bdlgesinde hepsi
C>T baz transizyonunu sergileyen 3 biallelik polrfiom bildirilmistir: -511 C>T, -
31C>T , +3954 C>TILRN bu genin 2. intronunda 86 bp’lik pentaallellik goek
sayllarda argik olarak tekrar eden bdlgelere (VNTR) sahiptir. 8lelin iki tekrarina
sahip olan polimorfizm 2*/2* alleli olarak numarathriimistir. Bu polimorfizmin
H.pylori'ye inflamatuar cevapta mukozal 113-liiretimi anlamli derecede etkilédi
bildirilmektedir.*®*4

IL-1B’'nin gastrik asit sekresyonunu gucli Bekilde inhibe etmesi ve bazi
allellerin IL-1B Uretimini downregile etmesi ve bdylece gastrik askresyonunun
indiklenmesi duodenal Ulser icin risk allelleri r@lla digtinulirken bunun tam tersi
durumlarda IL-B tretimini giri tetikleyen polimorfizm durumlarinda hipoklorhid/e
atrofik gastritin tetikledii neoplastik dongiimde artma goézlenmektedfY. ilk olarak
El-Omer ve arkadgari proinflamatuar IL-1 gen kiimesi polimorfizmlein H.pylori
varliginda kanser prekiirsorleri ve gastrik kanser ris&imirdgini ileri stirmilerdir.***
IL-1B-31*C veya -511*T ve IL-1RN2/*2 genotipine sahip bireylerinH.pylori
infeksiyonuna cevap olarak hipoklorhidri ve gastikofi gelstirme risklerinin yiksek

oldugu bildirilmektedir. Bu riskin ayni zamanda dahapmainflamatuar genotipe sahip
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olan bireylerle kiyaslanginda gastrik kansere yol acma olasr 2-3 kat artirdii
bulunmugtur.1*414°

Ek olarak proinflamatuar IL-1 genotiplerinL{1B-31C veya -511*T velL-
1RN2/*2) hem intestinal hem de diffiiz tip gastrikrsger riskini artirdii fakat siklikla
malignensi riskinin non-kardia bdlgesiyle sinirhldagzu bildirilmektedir. IL-1
markerlarinin kardia gastrik adenokarsinom, dzelagdenokarsinom veya 6zefagial
skuamoz hiicreli karsinom tizerine etkilerinin olngadbildiriimi stir.**°Son bulgular bu
riskli polimorfizmlerin, gastrik kanserde ki etkilein gastrik asit sekresyonunda
seklindedir. Sonuc¢ olarak yuksek seviyede Iki-1B genotipi, hipoklorhidri ile
karakterize olan non-kardia gastrik kanser riskirtirirken bazi kardia kanserleri veya
Ozefagial adenokarsinoma gibi fazla asit gikie iliskili kanserler Uzerine hicbir
etkisinin olmadg disiinilmektedirilging olaraklL-1B proinlamatuar genotipleri erozif
ve nonerozif 6zefajit gaiimine kagl korudigu bunu ise korpus atrofisi yolu ile gastrik
asiditeyi azaltarak gercektési disiintilmektedir>°*%*

IL-1 gen kiime polimorfizmi ile gastrik kanser veesgiirsorleri arasinda ki gki
beyaz, Asyali ve Latin Amerikan popilasyonlari épergruplarda birbirlerinden
bazimsiz olarak yapilan camalarla da desteklenstir.'***** Machado ve arkagkari
proinflamatuar IL-1 genotipleri veH.pylori'ye ait bakteriyel virulans faktorlerinin
(cagA pozitif, vacA sl ve vacA mlpozitif) gastrik patoloji gefimi tGzerine kombine
etkilerini rapor etmilerdir*>® Yapilan calmalarda her bir bakteriyel/konak genotipi
kombinasyonu igin risk derlendirmesi yapildinda, gastrik karsinoma bulunma
olasilginin hem bakteriyel hem de kafsbali yiksek risk genotiplerinde en yiksek
seviyede oldgunu gostermslerdir**® Bu durum konak ve bakteri gkisinin gastrik
kanser patogenezinde ki Gnemini gostermektedir.

Bununla beraber duodenal dlserli ve gastrik kdnseastalarda yapilan
epidemiyolojik calgmalardalL1B polimorfizminin farkli populasyonlarda cgiigini
gostermektedir. Ozellikle Asya (ilkelerinde yapilaalsmalarda IL-1 markerlar ve
gastrik kanser riski arasindaski bulunamamytir. Bu calgmalarin bazilarinin gtc¢
dizeyi dgukken bir kismi uygunsuz kontrol kullarglardir. Bununla beraber bazi
zayif calgmalar cikartilsa bile gene de tim Asyali veya beyapulasyonlarin

yayinlanmg proinflamatuar IL-1 polimorfizmleri ile iligkili gastrik kanser
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predispozisyonu gostermediklerine dair bir izlenbmlunmaktadir. Gastrik kanserin
populasyondaki prevalansinin dnemin@rét eden ¢ meta analiz yayinlagmni
Bunlardan ikisi IL-1 proinflamatuar genotiplerinigastrik kanser riskini artirgh
yoénunde sonuclangtir.**”**® Bu bulgularH.pylorinin indiikledigi gastrik kanser ve
prekirsorlerinin patogenezinde 1l'hin en dnemli sitokin oldguna ve genlerdeki
varyasyonlarinin da bu etkiyi yonlendiren konakegéafaktorleri olarak gorev algina
isaret etmektedir.

H.pylori'nin indikledigi gastrik karsinogeneziste ILBTin kuvvetli rolind
dogrulayan en 6nemli kanitlardan biri H+/K+ ATPAzromoter ile mideyi hedefleyen
IL-1 B’nin normalden fazla dretiminin olgu transgenik fare modelinden
gelmektedir>® Bu modelde IL-p’nin midede sinirli olarak normalden fazla eksprese
edilmesi ile transgenik farelerde gastrik aist mikida déme olmakta, bu da atrofi,
intestinal metaplazi, displazi ve adenokarsinoma devam edersiddetli gastrit
gelisimine neden olmaktadir. ILElL transgenik farelerde insan gastrik neoplaziye
benzer bircok basamakli bir prosese yol acmaktaBu. desisikliklerin H.pylori
enfeksiyonu yoklgunda dahi olgtugu ancakH.pylori ile temas durumunda bu tar

anomalilerde ivmelenme olmg@u tespit edilmitir.

2.8.2.2.1.5. Oger sitokin gen polimorfizmlerinin rolu

IL-1 gen kiume polimorfizminin gastrik kanser icinsk faktorleri olarak
identifiye edilmelerinden hemen sonra TNproinflamatuar genotipleri ve 1L-10, non-
kardia gastrik kanseri icin Bansiz olan ek risk faktérleri olarak bildirilgierdir.'*®
TNF-a, H.pylori infeksiyonuna cevap olarak gastrik mukoza taramdretilen dier
bir gucli proinlamatuar sitokindir. ILELgibi her ne kadar daha zayif olmakla birlikte,
gastrik asit tizerine inhibitor etkisi bulunmaktalfir TNF-A-308 G>A polimorfizminin
bir dizi inflamatuar durumlar igerisinde rolt oklu bilinmektedir. Proinflamatuar A
alleli tastyicihgl non-kardia gastrik kanser oranini 2,2 (%95 GA4-3,7)ye
yukseltmektedir. TNF-A-308 G>A polimorfizminin gaiét kanserdeki roll ggtli
calsmalarla da dgrulanmgtir.*°
IL-10, IL-1 B, TNF-u, interferony ve dier proinflamatuar sitokinleri down-

regule eden anti-inflamatuar bir sitokindir. IL-b@n go6rece olarak eksigli
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H.pylori'ye cevap ile beraber gastrik mukozada Th-1 higlemnatuar cevabiyla daha
blylk hasar ile sonuclanabilmektedir. gDk IL-10 ATA haplotipindeki homozigotluk
(pozisyon -592, -819 ve -1082'deki t¢ promoter palifizmleri temel alinarak) non-
kardia gastrik kanser risk olagini 2,5 oraninda artirgh(% 95 GA: 1,1-5,7)
bildirilmi stir.**®

Konakta ¢ok sayida proinflamatuar genotiplete-1B-511*T, IL-1RN2*2,
TNF-A308*A, veIL-10 ATA/ATA) sahip olmanin non-gastrik kanser riski tineleki
etkilerini aragtirilmis ve kiside bu polimorfizmlerin 3 ya da 4 Unin v@rhda gastrik
kanser riskinin 27 kat daha fazla ofgwu bildiriimistir.**® Bu polimorfizlerin
malignensi ile olan ifkilerinde H.pylori varliginin 6n sart olmasi, inflamasyonun
karsinogenezis galimine yol actgl gerceini gdostermektedir.

H.pylori'nin indUkledigi hastaliklarin patogenezinde merkezi rol oynayan b
diger onemli sitokin de IL-8'dir. Bu kemokin CXC aileg aittir ve notrofil ve
lenfositler icin potent bir kemoatraktandir. Ayribécre proliferasyonu, migrasyonu ve
tumor anjiyogenezisi Gzerine etkileri bulunmaktaddenin -251 pozisyonunda (IL-8-
251 T>A) iyi bir sekilde tespit edilmi promoter polimorfik bélgesi bulunmaktadir. A
alleli tasiyicilarindaH.pylori ile infekte gastrik mukozada IL-8 Uretiminde artma @au
tespit edilmitir.'®® Ayni zamanda Beyaz ve Asya popiilasyonlaringddetli
inflamasyon ve prekanserdz gastrik anomali riskleaitirdgi bulunmutur.****®'Fakat
bazi Asya populasyonlarinda da ayni polimorfizmadece gastrik kanser riskini

artirdgl bulunurken® beyaz popiilasyonda belirgin bir etkisi bulunmgm?®°

2.8.2.3. Cevresel faktorler, Beslenme gkanliklari ve sigara

Gastrointestinal hastaliklarin gg@ihinde sigara ve beslenme salnliklar
onemli rollere sahiptir. Alkol ve koéti beslenme siainliklari direkt olarak mide
mukozasinda inflamasyona yol agabilmekteHipylori ile kornik olarak enfekte mide
mukozasina sahip ¢terin alkol, sigara ve nitr6zamin gibi g#i karsinojenlere maruz

kalmasi patolojinin neoplastik transformasyongrdagidisatini kolaylatirmaktadir.
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2.9.Immiinite

H.ylori ile enfekte konakda guclu lokal immun yanitlarasolasina rgmen,
bakteri gelstirdigi cesitli mekanizmlarla enfeksiyonu yillarca surdirebdrkapasitesine
sahiptir’®® Olusan immiin yanitlar bakteriyi yesggi bolgeden uzakkiirmak yerine
enfekte bireylerde gorulen midedeki mukozal pateig neden olmaktadir. Bakteri,
¢cogu gastrointestinal patojenlerin davrgndan farkli olarak, mide epitelyal hicrelerine
invaze olmamaktadir fakat hiicrelerin gliizeylerine adezyon gosterebilmektedir.

Cssitli calismalarla,H.ylori’'ye karsi olusan 6zgul antikorlarin korunmada kritik
rol oynamadii gésterilmitir.*”® H.pylori'ye sekonder gejen gastritde, Thi tip immun
cevabin dominant oldw gozlenilmg ve T hucrelerince Uretilen sitokinlerin notrofié v
mononukleer hicre infiltrasyonunda esas rol oygladngorilmigtir. H.pylori'nin
mide mukozasina kolonizasyonu ile kgmadgzal savunma sistemi aktive olmakta ve
sonrasinda enflamasyon Oncisu ve antibakteriyetofigkin salinimi artmaktadir.
Bunlardan; TNFe, IL-1, IL-6 gibi sitokinler NB ve STAT3 aktivasyonunu uyarirlar
ve hicre proliferasyonunu uyarici, apopitozisi lrghiedici etkilerini ortaya cikarirlar.
Midenin epitelyal apopitozisi mukozada programlr lizyolojik olaydir ve hicre
proliferasyonu ile bir denge icerisinde hicre d@&igiii regile eder. Apopitozisde
azalma veya htcre proliferasyonundaki artma gildlenéerle bu dengenin bozulmasi
mide karsinogenezisinde énemli bir rol oyndrSTAT3aktivasyonu cekirdek icp-
katenin birikimini hizlandirir. Thl tip sitotoksitcrelerin uyariimasi ile de sitotoksik
sitokin olan INFy yapimi uyarilir ve epitelyal hicre déngisinin agmile mide
karsinogenezisine zemin glur.*"? H.pylori'ye karsi konazin yanitinda dgal basisiklik
sisteminin 6nemi gkardir. Kongin genetik yatkinf ile ilgili yapilan calsmalarda;
IL-1, IL8 ve metalloproteinazlar gibi inflamasyonbeslamasindan sonra devreye giren
sitokinler calsilmis ve bunlar ile hastaiin siddeti arasinda ilgi kurulmgur.*”® Dogal
yanit, konakg¢inin mikroorganizmalar tizerindeki, dieme yabanci “patojenalé eden
molekiler kaliplati (PAMPs) tanimasi ile Bhr. Bakteri duvar kompenentleri,
flagellalar, nikleik asit yapilari PAMPS’lar aragden sayilabilir. PAMPS’lar patojen
tanima reseptorleri (PRRs) tarafindan taninffiar.

Toll benzeri reseptérler (TLR) ve Nod benzeri pmaer PRRS’i olgtururlar.
TLR'ler transmembran proteinler olup, Nod benzemtginler hiicre icindedirlef>

Cag Pal pozitif H.pylori suslar tarafindan T4SS yolu ile epitel hicresi icingekte
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edilen peptidoglikan, Nod1 tarafindan taninir vedlNn tetikledigi enflamasyon sureci
baslar. Nodl'in aktivasyonu ile NEB aktive olur ve sonrasinda JNK ygiain da
devreye girmesiyle, Nod1 uyarilmasi sonrasi apejsiteetiklenir'’® Nod1'in H.pylori
enfeksiyonundaki savunmadaki rolinin ©6nemi, Nodlsikdigi olan farelerde
H.pylori'nin oral kontaminasyonu sonrasi,gdr eksiklgin olmadgl farelere gore
enfeksiyona yatkinhklarinin arginin gosterilmesiyle angdmistir. Ek olarak,
eksikligin oldugu farelerde enfeksiyonun ggtiesinden bir ay sonra midede 100 kat
fazla bakteri tespit edilrgiir.'”” Ayrica Nod1 eksiklii olan farelerdeH.pylori'e karsi
antijen 6zgul Thl cevap verme kapasitelerinin deulthgu ve dolayisiyla enfeksiyonu
ortadan kaldiramadiklari da $ka bir calsmada gosterilngiir.'”® Achyut ve
arkadalarinin yaptiklari capmada TLR-4’Un Thr399lleu varyasyonunda bakteri
lipopolisakkaritlerine kan dogal bagisik yanitin azaldi ve dolayisiyla bakterinin mide
ortaminda daha uzun sure k&ldgosterilmg. Bu calsmaya gore, stregen enfeksiyon
IL-8 gibi kemoatraktan proteinlerin artgnekspresyonuna ve epitel hiicre hasari ile mide
epitelinde serbest radikallerin grha neden olmakta, mide kanser dncusu lezyonlarina
Ozellikle de kronik gastritden, atrofik gastrit venetaplaziye gegie zemin
hazirlamaktadit’® Defensinler deH.pylori'e karsi olusan immun yanitin icindedirler.
Humang defensin 2hBD2), nétrofil kaynakli alfa defensinler 1, 2 @eH.pylori ile
enfekte kiilerin mide sivisinda artmidiizeydedirlet®® Boughan ve arkagkrinin
yaptgl calsmada da hBD2'nin mide epitelyal hicrelerinde ekspoaunun Nodl ve
CagPal bamli olduzu gosterilmitir.'®" H.pylori mide epiteline yaginca, epitel
hiicresinden salinan sitokin ve kemokinler grantlkrsn, monositlerin ve lenfositlerin
enflame mukozaya gelmesine neden oluilafiltre eden hiicrelerin yaunlugu arttikga
da daha ciddi enflamatuvar patolojiler @iu®* H.pyloride mevcut olan farkli
bilesenler de notrofil ve dier enflamatuvar hiicreleri uyarirlar. Ornek vereokksak;
H.pylori i1sisok proteini monositlerden TLR-2 yoluyla IL-8 sahmni uyarir:®®
H.pylori nétrofil aktive edici protein endotel hicrelerinétrofil adezyonunu $ar,
reaktif oksijen radikallerinin yapimini, doku fakitve plasminojen aktivatér inhibitori

salinimini uyarit®
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2.9.1.H.pylori’'ye karsi dogal immun cevapta polimorfizmin rolu

Inflamatuar sitokinlerdeki genetik polimorfizmlerity.pylorinin indiikledigi
gastrik adenokarsinoma riski tzerinde dnemli rol@dugu ileri sturdlmigttr. Ancak,
baslangictaH.pylori’ye kagl kongin cevabi, dgal immiin cevapeklindedir. Immiin
sistemin bu koluna ait fonksiyonel genlerdeki arlapolimorfizmlerin infeksiyona
karsi kongzin cevabinin buyuklik ve yonunu etkileyecektit.pylori genellikle gastrik
mukozaya invaze olamaz, ancak hicre ylzeyindekeprdkinazlar/taiyici proteinler
ile temasi inflamatuar cevabi tetiklenmektedirSLRRseptori olan Toll-like reseptér 4
(TLR 4), H.pylori icin gastrik epitel hicreleri tGzerinde potansigghyal reseptori
olarak ilk identifiye edilen yiizey proteinidi?® TLR4, guiniimiize kadar 11 Uyesi tespit
edilen ve patojenlere karcevapta proinflamatuar sinyal yollarini aktiveeeddrnek
taniyici reseptorlerin bir ailesi icerisinde yemaktadir-®*

TLR4 geninin 4. ekzonunda, +896. pozisyonda, fonksilydne polimorfizm
tanimlamgtir. Bu polimorfizm, A>G gegi ile TLR4 reseptorin ekstraselltler
domaininde dg@simlere yol acarmaktadir. Bazi ¢ahalar TLR4 reseptorine g
sinyalizasyonun defektli olmasingiddetli doku yikimi ile beraber fazlasiyla argmi
inflamatuar cevap olmasina neden @aiou bildirmiktir. Son olarak, Hold ve
arkadalari TLR4+896A>G polimorfizmininH.pylori ile enfekte bireylerde fazlasiyla
artms ve doku yikimi ile karakterize kronik inflamatuaevaba yol acgini ileri
surmglerdir. Nitekim daha sonra yapilan gahalarda TLR+896G tayicilarinda
anlaml derecede dahgiddetli gastrik atrofi ve inflamasyon gosteriktii.*®> Bu
polimorfizme sahip bireylerdgddetli inflamasyon ve buna pla olarakda prekanser6z
anomaliler icin en 6nemli risk faktori olan hipokiidri ve gastrik atrofi geyjme
riskinde arty s6z konusudur.Ortaya c¢ikamldetli inflamasyonH.pylori infeksiyonu ile
baslamakta, aklorhidrik mideye cok gti bakterilerin kolaylikla kolonize olmasi ile
artmakta ve karsinojenik proses tetiklenmekté¥ilNitekim, H.pylori ve H.pylori disi
bakterilerinin simultane vaginda atrofik gastrit riskinde ve ILBlile IL-8 gibi
proinflamatuvar sitokinlerin sirkilasyonda sevemhdeki yikselme kaydedilmekte
dir.167

IL-1B, TNF-a, IL-10, IL-8, TLR4, mannoz kigayan lektin gibi adaptif ve dal
Immun sistem cevabinda her hangi bir anomali olmapaoinflamatuar genetik profili

sazlikh bireylerin, H.pylori infeksiyonuna, kronik inflamasyon ve dik asiditeye sahip
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bir mide ortami olgturarak cevap verdi disilmektedir. Bu ortam, gastrik ortamda
inflamasyonu ve oksidatif/genotoksik stressolonunu artirmakta ve ger bakterilerin
gelismesine yardimci olmaktadir. Ayni proinflamatuar iparfizme sahip bireyler
H.pylori disi bakterilere ayngekilde abartili olarak cevap vermekte, boylece reeshix
degisimler artarak strmektedir. Bu olguda, gastrik kamgienezisin son safhalarinda
nedenH.pylori'ye gerek duyulmags ve neden gastrik timor dokularindaggokez

H.pylori bulunmadgini da acgiklamaktadir.

2.10. Yaptg! Hastaliklar
H.pylori'nin sebep oldgu klinik patolojileri gastrointestinal sistem hdstéari

gastrointestinal sistemglihastaliklar olarak iki ana Baga ayirmak mamkunddir.

2.10.1. Gastrointestinal sistem hastaliklar

H.pylori insanlarda gastrik kolonizasyonuna gha olarak asemptomatik
tastyiciliktan nontlser dispepsiye, kronik gastrittexktif akut atrofik gastrite, peptik
ulserden malt lenfoma ve gastrik karsinomaya kad#ssisen spektrumda
gastroduedenal  patolojilerden  sorumlu  bulugt®®  Ayrica,  fundusdaki
lokalizasyonlari ile mide-6zefagus reflii ve Usttgaiatestinal sistem karsinomalari ile

de iligkisi gosterilmitir.*®°

2.10.1.1. Gastroozefajial Reflii Hastat (GORH)

H.pylori infeksiyonu ve gastrodzefajial reflii hasgal{GORH) arasindaki gkiyi
inceleyen retrospektif ve prospektif bircok ginama yayinlanngtir. Bu ¢alsmalarin bir
kisminda H.pylori infeksiyonunun GORH'e kar koruyucu bir rolii olmagh
gosterilirkert®, bir kisminda da bu organizmayaghaenfeksiyonun reflii hastgini
ortaya cikarabilegg@ veya daha oOnce var olan refli hageili alevlendirebileca
vurgulanmstir.*®” Bati toplumundad.pylori enfeksiyonu sikfiindaki azalmayla birlikte
GORH insidansinin artmadt.pylori enfeksiyonunu GORH geglimine kag! koruyucu

rol oynayabilecgi seklinde bir digiincenin ortaya ¢cikmasina yol agtm. Sonu¢ olarak
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bugiin icin genelde kabul géren bir g9 @ORH'linsiddeti ile H.pylori varligi arasinda
tersine bir ilgki oldugu seklindedir.

2.10.1.2. Gastrit

En cok gorulenH.pylori enfeksiyon Klingi kronik gastrit seklindedir ve
enfeksiyon sikilikla asemptomatik stperfisial gaseklinde sonuclanmaktadir. Gastrik
mukozada gorulen inflamatuvar patolojileri icin@rlgastrit icin, ginimuize kadar ¢ok
¢ssitli siniflandirmalar kullaniimgtir. Bu sinilandirmalar arasinda eroziv, non-eraav
spesifik histopatolojik d&sikliklerin oldugu a) ytizeyel b) diffiiz c) panmukozal, atrofik
gastrit gibi bir siniflandirma, veya morfolojik vepografik 6zelliklere gore a) tip A, b)
tip B gibi bir siniflandirma veya patogenez ve/véddiaikle ilgili siniflandirmalar gibi
degisik siniflandirmalardan sonra en son olarak Sydnstemine goére siniflandirma
yapiimstir. Sydney Klasifikasyon Sistemi (1990) ile gastetyopatogenezinde
H.pylorinin varligi da dikkate alinmgi ve gastrik patolojiler, histopatolojik ve
endoskopik olarak iki ayri grupta toplarytm. Bu sistemde gastritler, akut, kronik ve
spesifik olarak siniflandiriingtir. H.pylori'nin gastrik dokuda yagh hasara ikkin
immunolojik ve patolojik deliller mevcuttur vid.pylori; ya c¢aitli sitotoksinler ve Ureaz
gibi enzimlerle direkt olarak veya otoimmun cevahbglatarak indirekt yollarla gastrik
mukozada hasara yol agmaktadir

H.pylori'nin gastrik mukozada galimi homojen olmayip genellikle yamall
bohca tarzin da yeden gostermektedir. Mide biyopsi 6rneklerinde sikdiknukozal
hiicrelerde normal yapinin kaybofiy hicrelerin diizensiz olarak dizéggdive mukus
iceriginin azaldgl, bununla birlikte Lamina propria’nin kronik infteasyonu karakterize

eden hucreler ile infiltre oldiu gdzlenmekedit®®

2.10.1.3. Mide Ulseri (MU)

H.pylori, MU'li hastalarin> % 70'inde gastrik mukozada pozitif bulungtur.
Mide Ulserlerinin geri kalan % 25’'inde non-sterdidatiinflamatuar ilag kullanimi, %
3'Unde Zollinger-Ellison sendromu, % 2 vakadasittie faktorler suclanmgtir.
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Enfeksiyonun kaldirldyn olgularda dlser niksi oraninda belirgin  bir azalm

gorilmustir. e

2.10.1.4. Duodenal Ulser (DU, peptik ulser)

H.pylori ile enfekte bir kjide yaam boyu peptik tlser geine riski ABD'de %
3, Japonya'da % 25 olarak bildirilgtir.?** 3-10 yil boyunca siiren progressif vaka
kontrol calsmalari ileH.pylori ile enfekte kgilerde diiodenal veya gastrik llser gele
riski 4 ila 13 kat artmaktadistatistiki risk verilerine rgmen H.pylori ile peptik tlser
arasindaki igkiye ait en guclu delil eradikasyon tedavisi sonrakirrens oranlarindaki
anlamh d@ustir. H.pylori eradikasyonu ile gastrin homeostazindekgigkliklerin
normale dondgl bilinmektedir.H.pylori eradikasyonundan sonra, antral somatostatin
konsantrasyonu ve antral D hicregyolugu anlamli Olgclide artar, antral gastrin
seviyeleri azalir. Dilodenal Ulseri olan hastal&i®5’inden fazlasindBl.pylori gastriti
mevcutkenH.pylori negatif hastalarda DU hastalison derece nadirdir. Yiksek asit
yukine sahip hastalarda diffiiz antral gastrit veddinal Glser galme siklgI artmstir.
Dustk asit yukine sahip hastalarda ise korpus gastitnultifokal atrofi ve bunlarin
yatkinlk oluturdugu gastrik tlser gejmesi daha sik olmaktadir. Duodenal mukoza ve
muskularis mukozayi igine alan lokalize doku kagtan Ulser, sik niks gorulen kronik
bir hastaliktir. Etiyopatogenezinde; parietal hickélesinde arly, bazal asit
sekresyonunda agtipostprandiyal asit ve gastrin sekresyonundg, agit ve gastrin
sekresyonunun inhibisyonundaki azalma, hizli midgalnasi, duodenal asit yukinde
artis, mukozal direncin azalmasi, genetik dzellikleyedjH.pylori, sigara, NSAl, stres,
safra sekresyonundaki duzensizlikler ve lisoledttiizeyi gibi ksisel ve ailediki nifus,

icme suyu ozellikleri gibi cevresel faktorler etbbulunmutur.

2.10.1.5. Nontilser Dispepsi (NUD)

NUD'de Klinikten sorumlu tutulacak organik sebephasktur. Bu hastalarda
H.pylori prevalansi anlamli 6lctide yiksek bulugmun Semptomlarin nedeni ve
mekanizmasi acik @ddir fakat yakinmalarin psikososyal faktorler, gamtestinal

hipersensitive, gastrik asit hipersekresyoRupylori enfeksiyonu ve gastroduodenal
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dismotilite sonucu gedtigi distlimektedir. Dguk H.pylori prevalansli gegmis
ulkelerdeki NUD'li hastalar ve gocuklarda.pylori prevalansi kontrollere gore daha

yuksek bulunmgtur.

2.10.1.6. Mide Kanseri ve MALT (Mucosa Associated énfoid Tissue)
Lenfoma

Yuksek gastrik kanser sikll olan populasyonlardaH.pylori enfeksiyon
prevelansinin da yuksek Jd.pylori enfeksiyonu ve gastrik kanser 6lum oraniyla
cografi bir uyum oldgu yapilan cgtli epidemiyolojik calsmalarla belirlenmtir.
H.pylori ile enfekte kjilerde 3-6 kat artmgigastrik kanser riski vardir ve gastrik kanserli
hastalarin % 50’sindéH.pylori pozitifligi bulunmaktadir®® Prospektif cakmalarla
H.pylori kronik gastritinin, intestinal metaplazi ve attofgatrite dgru ilerledigi

gozlenmidir'®

ve bu tur patolojik lezyonlar gastrik karsinomadmculi olarak kabul
edilmektedir. Dglk asit yuki ve kronikH.pylori enfeksiyonu olan kilerde intestinal
metaplazi ve displazi gorilme sgliartmaktadirH.pylori enfeksionu gastrik MALT
lenfoma riskini anlamli derecede artirmaktadir. deépniyolojik calgmalar MALT
lenfomall hastalarin % 98'init.pylori ile enfekte oldgunu gostermsiir.'®® Diger
taraftan dgiuk grade MALT lenfomali hastalarda daauli bir H.pylori eradikasyon

programi ile hastalarin % 82'sinde tiimorde gerilesgigamaktadir>*

2.10.2. Gastrointestinal sistem @1 hastaliklar

Son yillardaH.pylori ile kardiyovaskuler sistem, solunum yollari, meikeinir
sistemi, deri yumgak doku ve otoimmun hastaliklar arasindgkiloldugunu ima eden
cok sayida cajmaya ait sonuc yayinlangtr.®? Bakterinin bu hastaliklardaki rolii
kesinlik kazanmamakla birlikte elde edilen sonucldinisyenlerin eradikasyon
tedavilerine ilgisini artirnstir.'®® Bu baslamda; iskemik kalp hastalarinda yiiksek
oranlardaH.pylori enfeksiyon prevalansi bildirilgi Behcet, Sjogren sendromu gibi
bazi otoimmun hastaliklarld.pylori arasinda bir iéki oldugu ileri strdlmigtur. Ayrica,
karacger ve safra yolu hastaliklari, inflamatuaglvaak hastafi, Urtiker, akne rozasea

gibi deri hastaliklar, ITP, demir eksiglianemisi, magaloblastik anemi gibi hematolojik
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hastaliklarla ve romatoid hastaliklar arasinda diatemel bir ilgkinin varligindan soz
edilmistir.’®* Ancak elde edilen veriler, bu hastaliklaftapylori nfeksiyonu arasinda
kesin bir iliski oldugunu sdylemek icin yeterli olmayip, genkapsamli capmalara

gerek vardir.

2.11.Hélicabacter Enfeksiyonlarinda Tani

H.pylori ile iliskili gastroduedenal hastaliklarin tanisi, Klinik leboratuvar
bulgulara dayanmaktadir. Enfeksiyonunun tanisinedig@ci olabilecek birgcok test
yontemi gelstirilmi stir. Bu testler, direkt yani invazif testler ve inekt testler yani non-
invaziv testler olarak iki kategoriye ayrilmaktadi.pylori'nin tespitinde altin standart
argstiricinin deneyimine gore kilttr veya histopatdajiceleme olarak tanimlanabilir.
Taniyr optimize etmek igin genellikle birkag teshmlikte kullaniimasi 6nerilmektedir.
Kullanilacak olan testin secimi, yontemin uygulaifidbgi, testin sensitivite ve
spesivitesi, ulam imkanlari, maliyeti ve hasta tarafindan tolerdilebilirligi ve
hastanin klinik yakinmalari ve fizik bulgular dikkaalinarak yapilir. dagida (Tablo 7)

cesitli tani testlerin genel 6zellikleri tanimlangtr.

2.11.1. Klinik tani ve endoskopi

Fleksible endoskopik cihazlarin ggiriimesi ile yontemin hasta tarafindan
tolere edilebilmesi kolaykis ve maliyet ucuzlamtir. Zaman alici olmasi nedeni ile
endemik bolgelerde alarm semptomu olmayan hastal@mkeriimeyen endoskobik
muayene ve invaziv testlerin son derece 6nemlitaylan bulunmaktadir. Endoskobik
muayene sirasinda mukozanin gosiinUgastritin formu, lezyonun lokalizasyonu ve
hangi laboratuvar tani yonteminin kullanilmasi gégg gibi prognozu etkileyecek
onemli bulgular elde edilebilmektedir. Antrumdakizyon daha ¢ok duodenal Ulsere
isaret ederken, korpusdaki lezyon atrofik gastristgia tlser ve gastrik karsinomalar
icin 6nemli bir bulgudur. Ek olarak fokal, granilatbz veya lenfositik gastrit

endoskobik baki ile tespit edilebilmektedir.
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Tablo 7. H.pylori enfeksivonu tanisinda kullanilan testlerin genel dédlikleri.

Test Sensitivite (%) Spesivite(%) Maliyet Endodsopi Yorum

Histoloji 90-95 95-99 ++ Evet  Bakterinin duzensizitai
nedeniyle ¢oklu biyopsi erektirir.
Inflamasyonun derecesi
belirlenebilir.

Kaltar 75-90 100 +++  Evet Laboratuarin deneyimine goére
degiskenlik gosterir.
Antibiyogram icin ereklidir.

Hizl Ure Testi 85-95 90-95 + Evet  Hizli sonug. Antibiyotik
tedavisinden sonra sensitivite
diser.

G. Biyopsi PCR95 100 +++ Evet Ileri diizey laboratuvarlarda

13C nefes testi 95 98-100 ++ Hayir Hamileler ve cocuklarda tercih

edilebilir. Tedavinin erken
doénem takibinde kullaglidir.

1C nefes testi 95 90-100 ++ Hayir  Diiik doz radyasyon
maruziyeti. Tedavinin erken
dénem takibinde kullaglidir.

Seroloji 80-95 85-95 + Hayir Endoskopi 6ncesi taramada ve
epidemiyoljik kullanghdir.
Tedavinin erken dénem
takibinde dnerilmez.

Diskida antijen 94 97 ++ Hayir  Pediatrik hastalarda kulkni

Tespiti Tedavi 6ncesi ve sonrasi aktif
enfeksiyonu tespit etmeye uygun.

G. Biyopsi: Gastrik doku biyopsi

2.11.2. Mikrobiyolojik tani
Tanida kullanilan yontemlere goére kullanilan testien-invaziv testler ve

invaziv iestler olarak iki gruba ayirmak mumkuandur.

2.11.2.1. Noninvaziv Testler
Bu grup testler arasinda serolojik testler, idvar tukirukte antikor arayan
testler, Ure nefes testi, sélida antijen arayan testler, molektler bazl tes@ring test,

ve hasta ba tam kan kullanilarak yapilan testler yer almaktad
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2.11.2.1.1. Serolojik Testler
H.pylori enfeksiyonu, serumda spesifik 1gG, IgA, sektratigh ve disuk

duzeyde IgM cevabi ile karakterize sistemik ve lakamin cevaba yol acar. Hicre
sonikatlari, asit-glisin ekstraktlari, 1si-stahiltigenler, cagA antijenleri ve Ureaz benzeri
saflatirilmis proteinler gibi ¢cok cgtli antijenler H.pylori spesifik antikorlarin tespiti
icin kullaniimstir. Saflatirilmis antijen preperasyonlari genellikle tam hiicre veails®
edilmis ekstraktlardan daha sensitif ve spesifiktir. Ticalarak gelgtirilen serolojik
testler genellikle ELISA (Enzyme-Linked ImmunosanbaAssay) bazli testlerdir.
H.pylori spesifik Greaz testleriyle kiyaslagdida serum ELISA testlerinin sensitivite
ve spesivitesi % 85 ve 79 civarindgsigenektedir'® Ancak, antibiyotik ve/veya bizmut
tuzlarn veya proton pompa inhibitdrlerinin kullanma bl olarak infektesahislarin %
20-30'unda yalanci negatiflik gorulebilir. Tedavidilenis kisilerde serum IgG
dizeylerinin yillar boyu devam etmesi nedeniyle Iglhzeylerinin belirlenmesi
epidemiyolojik calmalarda ve endoskopi oncesi dispeptik hastalamantaasinda
oldukca kullangh bir yontemdir*®® Basarili bir bakteriyel eradikasyondan sonra antikor
titreleri alti ay icerisinde % 50 oraninda azalmiglimi gostermektedir®’ Bununla
birlikte basaril bir tedaviden sonra giden ksiye desisebilen genj varyasyonlar vardir
ve bazi kgilerde eradikasyondan sonrasdld diizey IgG seviyeleri yillar boyu kalmaya
devam eder. Serolojik testlerin tanisalgddugu disuktir ve sadecél.pylori tarama
testi olarak kullaniimalari énerilmektedir. Serdtojestlerin antimikrobiyal tedavilerin
kisa donem takibinde olukc¢a sinirligaeleri vardir. Bu tir durumlarda tre nefes testleri

daha uygun testler.

2.11.2.1.1.1 Tam Kan kullanilarak Yapilan Hasta Bst Testler

Tam kan kullanilarak yapilan hizli ve uygulamaslalgotestler gelitirilmi stir
fakat sensitiviteleri ve spesiviteleri olduk¢a gd&endir. Ticari olarak kullanima
sunulan hasta batestlerde serum veya parmaktan alinan kan ilesiipaaktadir.
FlexsureH.pylori ve Quickview One Step bu amacla tasarlgntestlerdir. On dakika
gibi kisa sirede sonug¢ vermelerine skdéc pahali olglari ve gida ve ilag
yonetmelginden (FDA) onay almgiolmalarina ramen heniz spesifite ve sensitiviteleri

hakkinda yeteri kadar bilgi ve tecriibe whayan bu testlerin yaygin kullanimi
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Onerilmemektedir. Hata oranlari nedeniyle genel tikia tani amach olarak
kullaniimaktadirlar.

2.11.2.1.1.2 Tukiruk veldrar antikor Testleri

Idrar ve tikiriikte antt.pylori IgG antikorlarini tespit eden ticari testler non-
invazif olmalar ve kolay uygulanmalari nedeniylgi icekmektedirler. Fakat ttkurik
testleriyle yapilan bircok deneme gatasinda dgruluk oranlarinin  kabul
edilemeyecek kadar az (sensitivitesi % 81, spesivo 73) oldgu gosterilmgtir.

Japonya ve Avrupa’da yapilan idrar ELISA testleengderum ELISA testleriyle
kiyaslanabilir bulgular elde edilstir.**® Japon popiilasyonunda cocuks ygrubunda
yapilan baka bir calsmada ise ¢ocuklar 12 ay arayla idratdapylori IgG antikoru
yonunden taranml elde edilen sonuglarin idrar testinin tangelenin yiksek oldgunu

gosterdgi bildirilmi stir.>>’

2.11.2.1.2. String Test

String test (Enetero Test) gastrik sividan direkteét almada minimal invazif
test olmasiyla endoskopiye alternatif bir testikdt pratikte kullanimiyla ilgili fazla
bilgi birikimi yoktur. Gastrik sivinin 6rneklenmesgastrik mukozadan dokuilen
enfeksiyon etkeni slarin belirlenmesinde iyi bir yontemdir ve ayni zamda kultir ve

PCR ile analizine imkan vermektedir.

2.11.2.1.3. Ure Nefes Testi

Ure nefes testi, hem tedavi déncesinde hem de sadeas/iiksek duyarlga
sahip standardizasyonu yapignmon-invaziv bir testtir. Oral olarak verilen karbo
izotopuyla garetlenen drenin  midedeH.pylori varliginda hidrolizi prensibine
dayanmaktadir. Hidroliz sonucu amonyak ve bikarbahaur ve olgan karbondioksit
akcigerler yoluyla dgari atilir. Nefestekisaretli karbondioksit miktari Greaz aktivitesini
yansitmaktadir ve aktif enfeksiyonun bir belirtetarak kullaniimaktadirizotop olarak

isaretli 2 tip Ure gelitirilmi stir **C veC. Her iki test de non-invazif olmasi ve aktif
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enfeksiyonu belirleyebilmesi, primer tani ve teglavcevabi izlemeleriyle géli
avantajlar sglamaktadir:®®

13C (re nefes testi yaygin olarak kullanilmasingmen non-radyoaktifC
miktarini 6lgmede kutle spektfotometresini gerekaési nedeniyle daha pahalidir gBi
taraftan’'C ure nefes testinin uygulanmasC testinden daha basittif'C testi ise daha
ucuzdur fakat ¢ok diiik dozda da olsa uzun 6murlt radyoizotoplara mgetzrardir.
Bu nedenle cocuk ve hamile hastalafd@ iire nefes testi tercih edilmelidir. Testin
duyarliligi % 90-100, 6zgiillii % 86-100 arasinda giemektedir?® °C ure nefes testi
hastanin ygndan bgmsiz olarak oldukcga yiksek sensitiviteye sahifatikat spesivite
yeni dgan ve kiguk cocuklarda glinektedir. Her iki testin de bir ay antibiyotik
tedavisi sonrasi tedavinin g@isini dgerlendirmede oldukca givenlidir. Onceden
antibiyotik, bizmut tuzlar veya PPI tedavisi ala@istalarda yardinegatif sonuclar elde

edilebilir. Bu nedenle test 6ncesinde ilag alimirgandiriimaldir.

2.11.2.1.4. Dkida Antijen Arayan Testler

Son zamanlarda geliriimis diski antijen testleriH.pylori spesifik antijenlerin
diskida tespitine dayali immunolojik testlerdir. skn 6rneklerindeH.pylori spesifik
antijenleri tespit eden ELISA temelli test kitlemon-invazif olmasi, 6zel ekipman
gerektirmemesi ve serolojiden farkli olarak aktiffeksiyonu da gostermesiyle buyik
ilgi gormistir. Bununla birlikte pediatrik hasta grubunda $grove invazif
yontemlerden daha uygundur. Yapilan birgcoksgad ile dgki antijen testlerinin primer
enfeksiyonu belirleme ve eradikasyon sonrasi takikptllanimi incelenngtir. Tedavi
edilmemi 4769 hastayl kapsayan 43 galanin Ozetlengi bir calismada H.pylori
Stool Antigen’in (HpSA) yuksek sensitivitede (% @Rye spesivitede (% 91,9) olglu
gosterilmitir.?* Pediatrik popiilasyonda primer enfeksiyon tanisiidalA-HpStAR
(Dayko) kitinin daha sensitif (% 98) olgu ve bu kitin ¢ocuklarda tedavi sonrasi
eradikasyonu takip etmede daha spesifik gidbulunmytur. Dispeptik 148 egkin
hasta Uzerinde yapilgibaka bir calsmada eradikasyon tedavisinin izlenmesinde
IDEIA HpStA kitinin (% 88,6) HpSA kitinden (% 80) atha duyarli oldgu
gosterilmitir.?%? Tim bu 6zellikler diki testlerinin efkinlerde ve pediatrik hastalarda,

hem tedavi oncesi hem de tedavi sonrasinda dahsititere spesifik oldgunu
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gostermgtir.?°*?*® Gaitada H.pylori antijenlerini tespite yénelik testler, non-invaziv
testler arasinda yer alan Ure nefes testine altgsnatif olarak gortlmektedir.

2.11.2.1.5. Dkkida Molekuler Bazh Testler

GaitadaH.pylori spesifik genomunun molektler yontemlerle (PCR-Peteaua
zincir reaksiyonu) gosterilmesi non- invazif olmasiyuksek duyarlilikta ve 6zgullikte
olmasi nedeniyle giderek artan bir ilgiye sahipkakat 6zel laboratuar ekipmani ve
deneyimli personel gerektirmesi, kismen maliyetksgk olmasi nedeniyle rutin tanida
kullaniimamaktadir. Secilecek DNA ekstraksiyon wimt bu testlerin duyarlginda
belirleyici  noktadir. DNA  ekstraksiyonunda inhibiérin  uzaklgtirilmasi
gerekmektedir ve dgu ybntem secilmemesi yagli negatif sonuclara yol
acabilmektedir. Standardize edilrticari dski DNA izolasyon kitlerinin kullaniimasi
Onerilmektedir. Yine, molekller testlerde metodunyatliligini ve 6zgullgunu
belirleyen en 0Onemli parametrelerden birisi metokallanilan secilmy primer
ciftleridir. H.pylori'nin PCR ile tespitindeireA, gimM, 16S rRNA3S rRNAve Hsp65
genlerini hedef alan ¢#li primerlerin kullanildgi  molekiler yontemler

uygulanmaktadir.

2.11.2.2Invaziv Testler

Testin yapilabilmesi icin endoskopik mide biyopshégine gereksinim duyan
histopatolojik inceleme, hizli Greaz testi, kultinplekuler temelli testler bu grupta
toplanmstir.

2.11.2.2.1. Histopatalojik inceleme

H.pylori’'nin 6zgun morfolojisi gtk mikroskobu ile bgarili bir sekilde ayirt
edilebilmektedir. Cgu argtirmaci histopatolojik incelemenid.pylori infeksiyonunun
tanisinda altin standart olglinu kabul etmektedf®* % Bircok olguda organizma
sayisinin dgiik oldusu durumlar dyinda enfeksiyon Hematoksilen- Eozin boyama ile
yuksek oranda tespit edilebilmektedir. Organizma igin lUminal bolgede musin
yakininda veya icinde gorulebilmektedir. Modifiyae@sa ve Warthin-Starry gumu
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boyasi daha fazla sensitiviteye sahiptir. Warthian§ gumi boyasi ilk olarak 1983
yilinda Warren tarafindan kullanilgnolup oldukga iyi sonu¢ vermekle berabegyo
laboratuar gi isteyen pahali ve deneyimli teknisyenlere ihtiydéigyulan bir boyama
yontemidir. Modifiye Giemsa boyasi ise daha basitte daha az laboratuasi i
gerektirir. H.pylori icin 6nerilen dger boyalar: Akridin oranj (floresan boya), Cresibt
Moru, Gimenez ve Brown-Hopps moru boyalaridir. Zedmis dokunun faz kontrast
miroskobisi hizli ve uygun bir yontemdir. Mukus 8itulerinin veya biyopsi
orneklerinin Gram boyamasi da kullanilabilse deedi boyalara gére daha az
sensitiviteye sahiptir. Coklu gastrik biyopsi tenadildiginde histolojinin sensitivite ve
spesivitesi % 95'in Uzerindedir. Histolojinin biragka avantaji da inflamasyon
derecesini ve der iliskili patolojilerin tespitine izin vermesidir. Yerfiakat yaygin
olarak kullanilmayan bir ls&a test ise Floresan Insitu hibridizasyon (FISHYitkr.2%
Bu testle bakterinin vagiinin yani sira antimikrobiyal direng genlerinin l¢ag da
argstirilabilmektedir.

H.pylori tarafindan midenin kolonizasyonu gikenez bir sekilde kronik aktif
gastrit veya antral tip-B gastriti ile kilidir.?®” Bu patern genellikle epitelyumun
yiizeysel polimorfoniikleer lokosit inflamasyonu karakterizedif®® inflamasyonun
derecesi yuksek orana glgkendir ve lamina proprianin minimal inflamatuvar
infiltrasyonundan mikroabse formasyonu, reaktif tepiatipisi ve intraepitelyal
notrofillerle karakterize ygun inflamasyon gibi @r olabilir. GenellikleH.pylori sayisi
ile polimorf infiltrasyonun derecesi arasinda barédasyon vardir. Histolojisi normal
biyopsi 0Orneklerinin  yakikgk % 5’'inden azinda bakteri bulunmaktadir ve
bulunduklarinda da genellikle mide govdesine ywenkektedirler. Bakterinin midede
yerlesiminin uniform olmamasi nedeniyle notrofil aktiviiegérilen bazi kronik yuzeyel
gastrit olgularinda, 6rnekleme hatasi nedeniyleylori varligi gosterilememektedi
Eger enfeksiyon tedavi edilmeden birakilirsa spony@desme olmamakta ve siklikla
enfeksiyon émur boyu devam etmekteir. Hayatinelgh yillarinda inflamatuar proses
mukozanin derinlerine gou ilerlemekte, antrumun pilorik glandlarinda vedekrin
hicrelerinde kismi kayiplar gghekte (atrofi), ve mukozanin intestinal metaplaziye

dogru desistigi gozlenmektedif®
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2.11.2.2.2. Kultirdeizolasyon

Enfeksiyon tanisinda en spesifik yontem ve altiandart direkt gastrik
biyopsiden yapilanH.pylori kultiiridur?®*?*® Fakat sensitivitesi hem biyopsinin
transport sartlarina hem de laboratuardaki uzman durumuna giggsmektedir.
Bununla birlikteH.pylori 6zel kiltir ortamina ihtiyagc duyan yavee zor Ureyen bir
mikroorganizmadir. Bu ylzden sadece kultir sonugdargivenmek bazi enfekte
olgularin gézden kacmasina yol acabilir. Gyineyanls kiltir teknikleri, kultirde
kontaminant bakterilerin tGremesiyle.pylori kolonilerinin baskilamasi veya mide
biyopsi orngin disik bakteri yukine sahip bolgelerden aligraimasi gibi durumlar
yanls negatif sonuclara yol acabilmektedir. Pahali béntgm olmasina pmen
bakterinin kultirde Uretiimesiyle kesin taninin koasinin yanisira, Uretilen bakterinin
antibiyotiklere kagi invitro duyarhligi, molekiler tiplendirme yontemleri ile virulans
faktorleri argtirilabilir ve reinfeksiyon, relaps veya mikst ikf@yon ayrimi yapilabilir.
Biyopsinin transportartlarina azami 6nem gostermek kultarugaoesini artirmaktadir.
Alinan biyopsi materyali guk zincirde tainmali ve 4-6 saat icerisinde kultaru
yapilmalidir. Laboratuarda hazirlanan beyin kafuagon broth (% 3,5), maya 6zitl
(% 2,4), at serumu (% 5) ve Dents antibiyotik sopati (vancomycin /trimetopurin
/sefsolidin /amfoterisin) iceren besiyerleri heransport hem de kultdr icin el bir
sekilde kullanilmgtir.

Ticari olarak elde edilen selektif besiyerlerizotaringeal ve dier potansiyel
kontaminantlari baskilayabilmektedir fakat bu besiyle birlikte % 10 taze at kani
iceren Colombiya agara da ekim yapilmasi Onerileaikt Kdlttr, selektif ve non-
selektif besiyerleri kullanilarak mikroaerofilik rabsferde, 37°C’de, 5-7 giln
inkiibasyonla gerceldgrilir. Koloniler 3-5 giuin inkiibasyon sonrasi gozi@rulebilir
boyuta ulgabilir fakat primer izolasyonunda bu sire biraz alalzayabilir. Koloniler
kiguk, seffaf, hafi bombelidir ve bazen zayif hemolitik &iie gozlenebilir. Kalttriin
duyarliligi uzman ellerde dahi % 75-90 arasindaigtaektedir. identifikasyon igin
Gram boyama, katalaz, oksidaz ve Ureaz testi grkab basit test yeterli olmaktadir.
Kaltarin gastrik biyopsi gerektirmesi, 7 gin kadaun sirmesi, 6zel laboratuar
yontemlerine ihtiya¢ duyulmasi ve maliyeti artirmagbi dezavantajlari da vardir.
Ozellgmis laboratuarlarda sensitivite % 90%adilir fakat bu oran gr hasta énceden

antibiyotik veya proton pompa inhibitéri asa flora elemanlarinin kontaminasyonu
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olabilmekte veya Uureme inhibe olabilmektedir. Kiliti sa&ladigi en Onemli
avantajlardan biri de gunumizde giderek artan bnurs olan antibiyotik direncini
belirlemeye olanak gtamasidir.H.cinaedj H.fennelliag H.pullorum gibi intestinal

Helicobacteller Campylobacteselektif besiyerlerinde izole edilebilmektedirféf.

2.11.2.2.3. Hizh Ure Testi

Enfekte gastrik mukoza fenol kirmizisi iceren by §oliisyonuna koyulgunda
H.pylori indikatoriin rengini d@stirecek dizeyde youn Ureaz enzimine sahiptir.
Urenin parcalanmasi ile gian amonyak ortamin pH’sini artirmakta ve indikagoneink
desisikli gi olmakdir. ilk testlerde Christensens Broth testi kullangifakat sonra sivi
ortam yerine jellerin kullaniimasi ile daha hizonsic alindgl géralmisttr. Bu testle
ilgili cok cesitli modifikasyonlar tanimlanmgtir ve yaygin olarak bir ticari test olan
CLO testi CampylobacterLike Organism) kullaniimaktadir. Bir saat icerisend
pozitiflik veren olgularda % 100’e wan 6zgullige ve en az % 80 sensitiviteye sahiptir.
Yapilan kantitatif cakmalarda 6rnekte en az “Bakteri olmasi halinde pozitif sonug
alinabilmektedir. Coklu biyopsi drneklerinin alinsaauyarlilgi artirmaktadi?*® Oral
kaviteden ureaz Ureten bakterilerin kontaminasytmuwanls pozitif sonuclar elde
edilebilir. Pratikte Ureaz test sonuglarinin 24 tsagerisinde dgerlendiriimesi
gerekmektedir. Bircok olguda endoskopi sirasindainta koyulmasi tedavinin
planlanmasi icin daha avantajli olmaktadir. Kullamitest Kitleri histolojik yontemler
ve killtiirden daha ucuzdgi:*®

2.11.2.2.4. Molekuler Tani Yontemleri

Fenotipik tani yontemlerinin zaman alici olmasgigken oranlarda sensitivite ve
spesivitelere sahip olmasi nedeniyle son yillaraédektiler tekniklere g@lim artmigtir.
Molekuler tani yontemleri, digsik klinik érneklerdeH.pylori varliginin belirlenmene ek
olarak virulans faktorlerinin tayini, konakta ortagikan farkli kliniklerin genetik temeli
ve doku polimorfizmi, antibiyotik direncine nedeta® mutasyonlarin belirlenmesi,
eradikasyon tedavisinden sonraki re-enfeksiyonlaritespit edilmesi ve kultirde

Uretilemeyen kokoid formlarin tanimlanmasi gibi gtada kullaniimaktadir. Potansiyel
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olarak en yiksek sensitiviteye sahip tdstpylori spesifik DNA'nin PCR ile
belirlemesidir. Molekuler yontemlerin karisi, secilecek DNA ekstraksiyon yontemi,
hedef gen bolgeleri ve bu bélgeleri tantyan prie@nl secimi ve uygulamsartlari gibi
bir cok degiskenin ortak bgarisina bglidir.2*4*°*Ornesin, basarisiz bir DNA izolasyon
yontemi yanlg negatif sonucglara yol acabilirken iyi secilmgmprimer ciftleri
beklenmedik sonuclara yol acabilmektedir. Bu neelgnimer secimi testin sensitivite
ve spesivitesini direk olarak etkilemektedir. Bigopnateryalinden mikroorganizmanin
direkt tanisinda kullanilmak Gzere bircok PCR matodenenmitir. Bu PCR
metotlarinda bakteriye ait hedef genler arasindéki& 16S rRNA geni, random
kromozom dizileri, 24 kDa tur spesifik protein kaga genler ve 26 kDa tip spesifik
antijen geni, Ureaz AufeA) geni ve oOnceleri Ureaz QureC olarak adlandirilan
phosphoglucosamine mutaglmM, geni kullanilmgtir.**®> Test edilen materyale ve
testin tipine gore de sensitivite ve spesivitgsiglaektedir’'® Molekiiler tekniklerle
mide dokusunun yani siraskl, tukdrik, d§ taslari, aterom plaklar, mide sivisi ve
kultar 6rneklerinde patojen tayini ve genotipik bikéerinin tespiti yapilabilmektedir.
Fakat 6rnekleme hatasi, bakteriyel yikin cok azasinveya inhibitér maddelerin
varliginda yanl§ negatif sonuclara yol acabilmektedir, bununla beramolekiler
yontemler canli-0lt bakteri ayirimini yapamamaktadvlolekiler testler, standart
kitterden daha kompleks olmalarindan o6turt genellibzellemis laboratuarlarda
kullanilmaktadirlar. Orngin UNT veya CLO test pozitif fakat kultir negatifgalarda
bu tir beklenilmeyen sonuclari gaikavigturmada faydali olabilirler.

H.pylori'nin tespiti ve/veya genotipik analizi igin In-ha®CR, realtime-PCR,
multipleks PCR, PCR-AFLP, PCR-RFLP, RAPD gibi nikleasit amplifikasyon
yontemleri, FISH, DNA dizi analizi ve DNA mikroawyateknikleri kullaniimstir.
Testlerin birbirlerine olan Ustinia, sensitivitve ve spesiviteleri, secilen DNA
izolasyon yontemi, kullanilan primerler, ogme tart (kultirden izolasyon, gaita veya
doku) ve sonuclarin yorumlanmasi i¢in kullanillan tottan ve argtiricinin

deneyiminden etkilenmektedir.
Ornek Secimi ve DNA izolasyonu: Gastroduodenal Ipiiterde siklikla tercih

edilen klinik 6rnek endoskopik biyopsi ile elde leds mide dokusudur. Bununla

birlikte biyopsi ornginin alimasinda guclikler cekilen peiatrik hasteulbgy gibi

72



gruplarda dski drnezsinden H.pylori DNA'sI izole edilebilmektedir. Mide Ornelerinde
patojen mikroorganizma uniform yayillmaz ve biyopsiteryalindeH.pylori bu nedenle
uygun hastlarda érnekleme hatasini en aza indeigireknide antrum ve korpusundan
alinacak 2 adet biyopsi orgig@neriimektedir.

H.pylori mide mukozasinda yamali bohca benzegillda gdstermesi, yany
negatif test sonuclarina yol acabilmektedir. Antrw@ korpustan alinan biyopsi
orneklerinde, farkl sglarla kolonizasyon farkli sonuclar yaratabilir. &a®n yal veya
hastalgin suresi de mide biyopsisi bazli yéntemlerde duyar distrtr. Clnki uzun
suren infeksiyona I@gh olarak gelgen atrofik gastrit veya intestinal tip htcre grti
H.pylori icin duyarh epitel alanini azaltir. Bu nedenlsslyaeya kronik infeksiyonu
olan hastalarda ornek iyi secilmeli ve birden ctikraalli veya biyopsi yerine gastrik
sivi ornekleri amplifikasyon amaci ile kullaniindhh. Biyopsi drneklerinder.pylori
nukleik asitlerini elde etmek igin genellikle Ggntdm kullaniimaktadir. Bunlar DNA
ticari ekstraksiyon kitlerinin kullanimi, Protein&z fenol kloroform ekstraksiyonu ve
kaynatmadir. Cgtli calismalarda bu t¢ yontem icin farkh gerlendirmeler yapilnstir.
Proteinaz-K, fenol-kloroform yonteminin en kalit€NA eldesine imkan veren yontem
oldugu bir c¢cok vyayinda ileri sdrdlurken,slemlerin artmasi halinde gsma
kontaminasyon riskinin artaga proteinaz-K ve fenol tam olarak uzaglalamayacgi
icin duyarhligin disecezi, islemin ne kadar basit olursa, sonugta elde edileADM o
derecede saf olagm bildiren yayinlar da vardftt’ Ornesin doku biyopsi 6rnekleri
calisiliyorsa inhibitorleri engellemek ve temiz DNA eldamek icin; dokunun mekanik
olarak parcalanmasi, daha sonra ya gldgibi veya Chelex—100 gibi bir zayif katyonik
ajan ilave edilerek kaynatiimasi ©Onerilmektedir. inkd 6rneklerde molekuler
yontemlerin duyarhfiint disirecek muhtemel inhibitérler ¢cok sayr ve miktarda
bulunabilir. Bunlardan korunmak icin PCR reaksiykarisimina % 0.5 bovin serum
albumin ilave edilmesi ve ekstraksiyonda mimkinugld kadar az kimyasal
kullaniimasi Onerilmektedir. ki gibi bakteri yg@unlugunun digdk, inhibitor
maddelerin ygunlugunun yutksek oldgu 6rneklerde DNA ekstraksiyonu esnasinda %
0.5 bovin serum albumini kullanimi veya QIAmp Stddihi Kit (Qiagen, Milan, Italy)
gibi standardize edilmgi ekstraksiyon kitlerinin kullanimi énerilmektedi# Ayrica,
ornekteki bakteriyi ygunlastirmak icin H.pylori kaplanmg manyetik partikillerin

kullaniimasinin duyarlign artirdg bildirilmi stir. >
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Hedef Bolge ve Primerlerin Sec¢imi: Hedef bdlgelediggna amacina gore
belirlenmelidir. Orngin 16S rRNA dger helikobakterlerde ve bazi gram negatif
bakterilerde ortak dizilere sahip oigluicin bu boélgeleri hedef alan primerlerle yiksek
duyarlihkta ancak diiik 6zgullukte sonuglar alinmaktadir. Bu bélge healeidginda,
amplikonlar uygun bir restriksiyon endonikleaz emzile kesildikten sonra ortaya
ctkan band profiline gore (PCR-RFLM.pylori veya dger helikobakterlerin tanisi
konulabilir. Oysa ureC ve ureA genldtipylori icin son derece spesifik olup, NAAT
direkt tani icin kullanilacaksa bu genlere ait sgedlizilerin hedef olarak alinmasi
taniy1 yiksek 6zgullik kazandiracaktir. Mide biyiopseklerinde patogenezle skili
oldugu icin calgmalarda Oncelikli hedef olarvacA ve cagAgibi genlerin ayni
allellerinin amplifikasyonu icin kullanilan farkprimerlerin farkh duyarlilikta sonuclar
Urettigi gosterilmistir.**°

Digskida H.pylori tanisinda NAAT kullanilacaksa, hedef gende mimkan en
kisa fragmenti taniyan primerlerin secilmesi 6metir. Dis taslarindaH.pylori tespiti
icin dizayn edilm§ PCR cakmalarinda % 0-97 arasinda prevalans bildigtmi Bu
blayuk fark toplumsal hijyen veya kultir farkindarok¢ PCR protokollerindeki
farkliliktan kaynaklanmaktadff®#%*

H.pylori PCR tekniklerinde amplifikasyon tekniklerindeki ngé problemlere
karsi duyarh olunmali, yalanci negatiflik veya poditfe kagi Universal tedbirler
alinmahdir. Yalanci negatif sonuclarin belirlenmegn mutlaka internal kontroller
kullanilmahdir. Ozellikle ekstraksiyonsamasi birden fazla olan protokollerde kros
kontaminasyonlar her zaman risk olarak kabul edilme bunun icin dTTP yerine
dUTP kullaniimalidir. Ayrica primer—dimer glumunu engellemek i¢in de “hot-start”
yontemi secilebilecek bir ger yontemdi** Tedavi 6ncesi endoskobik biyopsiden

histolojik inceleme ve kiiltiir, tedavi takibinde ise solunum testi daha yararliff.

2.11.2.2.4.1Amplifikasyon Bazli Yontemler;

Amplifikasyon yodntemleri ileH.pylorinin 16S rRNAgeni, cagA vacA ve
allelleri, cagE ve alleli, iceA ve alleleri,babA ve babB, ureA ureB ve gimM (ureC)
geni, RNA polimeraz altinitlerini kodlayapoB ve rpoDgenleri veHP0638gibi 6zgul

ve virulansla ilgili oldgu distuntlen genlerin varg aratirilmistir. Calsmalarda cgtli
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PCR modifikasyonlari denengtir. Bu tekniklerin tamami kultlr ve histolojik ieteme
basta olmak Utzere kiyaslandiklarigeér yontemlere gére daha yiksek 6zgullik (% 98-
100) ve duyarhlik (10-100 cfu bakteri/0.1 pg DNAg yiksek pozitif ve negatif
prediktif deserlerine sahip, hizli ve guvenilir testler olarasrymlanmstir.??> Ancak bu
yontemler, sonuclari etkileyecek olan 0Ornek secimginma sekli, DNA
ekstraksiyonunda kullanilan yontemler, amplifikasygin secilen gen boélgeleri ile
primer dizilerinin tam olarak standardize edilemgoimasi sebebi ile rutin tanidan ¢ok
argtirma amacli olarak kullanilgtir.  H.pylori  argtirmalarinda  kullanilan
amplifikasyon bazli yéntemlerde iki 6nemli soruunmaktadir. Bunlar; a) drnekleme

ve niikleik asit ekstraksiyonu, b) hedef dizilersegilen primerlerdif’’

2.12.Héelicobacter Enfeksiyonlarinin Tedavisi

2.12.1. Genel Tedavi Yaklgmlari

Gunumuzde peptik Ulser hastalarindgylori’'nin uzun dénem eradikasyonu
¢esitli antibiyotik kombinasyonlar ile gercelderilebilmektedir. Antisekretuar ilaclara
direngli gastrik ve duodenal Ulserde enfeksiyon@davisiyle dlserin iyilgmesi
hizlanmakta, gastrik asit sUpresyonuna gereksinamalmakta ve en 0Onemlisi
rekirrenslere ve Ulsarkayetlerine kagi koruma sglanmaktadirH.pylori, bagaril bir
sekilde eradike edilginde gastrik ve diiodenal Ulser rekirrensi 1 yitiggade % 10’un
altina digmektedir’®® 1994 yilinda “US National Institutes of Health Gensus
Conference”, “Avrupa Cajma Grubu” ve “Avrupa Gastroenteroloji Primer Tedavi
Birligi” tarafindan H.pylori ile enfekte tim dlserli hastalarin antimikrobigalée
tedavisini onermstir ve bunun oldukca maliyet etkigli yoninden faydali oldiu
tanimlanmgtir. Bununla birlikte birgok Ulkede ulusal tedaehberleri hazirlanmastir.
Ik olarak 1997 yilinda Maastricht konsensus raplarggitli 6neriler getirilmis ve bu
Oneriler Maastricht 2-2000 konsensus raporuyla d@mi dizenlenrgi ve
guincellenmitir. Bu rehberlerde kimlerin nasil tedavi edilgtceéanimlanmaktadit®
Hastalarin tedavisi icin Onerilen anahtar stratggst et, tedavi et” yakilamidir ve

tedavi, alarm sendromu olmayan, NSAIl kullanmgrpersistan dispepsisi olan 45ya
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alti hastalarda onerilmektedir. Bu syabdlgesel gastrik kanser gorulmesiyea gore
degisebilmektedir. Bununla birlikte fonksiyonel dispegisolan hastalardd.pylori'nin
roli ve tedavi ile ilgili targmalar hala devam etmektedir.

1.Basamak tedavid.pylori'nin gastrik mukoza ve mukus tabakasina benzersiz
yerlesimi nedeniyle tedavisinde g#i zorluklarla kagilagiimaktadir. Bircok antibiyotik
gastrik mukozadan cok zayif sekrete edilmekte veydenin asit pH’sinda inaktive
olmaktadir. Bu nedenle in-vitrodaki aktivite bazi urdmlarda in-vivo'da
gortlmemektedir. Son 15 yil boyunca antibiyotik,| RE bizmut iceren ¢tli ilaclarin
bircok kombinasyonu denengtir. Bircok durumda da oldiu gibi ideal tedavinin,
uygulamasi kolay, ucuz, minimum yan etkiye ve ylikeeadikasyon oranina sahip
olmasi arzu edilmektedir. Bu kriterlere dayanaralaastricht 2-2000 konsensus
raporunda antibiyotiklerle beraber PPI ve ranitihimmut sitratin kullanild cesitli
kombinasyon tedavileri Onerilgtir. Bu tedavinin potansiyel yan etkileri ise mide
bulantisi, ishal ve géli tat anormallikleridir. 1 hafta stren 3’lU0 tedde omeprazol
benzeri PPl ile dfilk doz 2 antibiyofiin (metrandazol veya amoksisilin + klaritromisin)
kullanildigi eradikasyon tedavilerinde eradikasyon orani %i9@rindadi?® Fakat bu
oran diren¢c nedeniye gunimuizde daha azdir. Omdpnaaoteprazol ve lanseprazol
H.pylori eradikasyonunda kullanilan ilk fak referans PPI'lardf?® Ayrica ranitidin
bizmut sitrat alternatif olarak kullanilabilmektediMetranidazol direncinin ytksek
oranda goruldgi bolgelerde amoksisilin alternatif antibiyotik cd& kullaniimalidir.

2.Basamak tedaviSuanki etkin tedavi rejimlerine gamen hastalarin % 10-20
sinde H.pylori eradikasyonu lzarisiz olmakta ve bakteri 4 hafta veya daha uzun bi
sure pozitif kalmaktadir. Barisizlik genellikle bakteriyel diren¢ veya hastaetadaviye
zayIf uyumu nedeniyle olmaktadir. Birincigak tedavinin bgarisiz oldgu durumlarda
kullanilacak tedavisekli su an kesinlik kazanmagtir fakat Maastricht 2 2-2000
raporunda PPI ve bizmut, metranidazol ve tetrasiideren 4’lu tedavi onerilmektedir.
Yine bu tur durumlarda tedavi dncesi bakterininiapotik duyarhlik profilinin tespit
edilmesi 6nerilmektedir. Hem klaritromisin hem detronidazole diren¢ vagh ikincil
tedavideki en buyik sorundur. Ranitidin bizmutagiiceren 3l tedavi ikincil tedavide
bir bagka alternatiftir. Sonradan ortaya cikarnsdoasizliklar olgu olgu deerlendiriimesi
onerimektedir.ilging olarak rifabutin temelli yapilan bazi gahalarda umut verici
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sonugclara ulglmistir. ProbiyotiklerinH.pylori tedavisine alternatif olarak kullanif

bircok calsma yapilmg fakat yeterli diizeyde barili bulunmamytir.??’

2.12.2. Antibiyotik Direnci

Gelismekte olan Ulkelerdeki antibiyotik direnci belirgioir sekilde gelsmis
ulkelerdeki diren¢ oranindan daha yiksektir. Okkliklaritromisin direnci hizla
artmaktadir. In-vitro antimikrobiyal direncin belirlenmesinde agar dildey disk
difizyon ve E-test yontemlerinin kullamfgibirgok fenotipik metot kullaniingtir.228
MIC tespitinde E-test kullanim kolaglyla agar dilisyona alternatif yontem olarak
gorulmektedir. 1999 yilinda “NCCLS” tarafindan agdilisyon metodu icin, 2001
yilinda “British Society of Antimicrobial Cemothgrg’ tarafindan E-test
uygulamalarina rehber hazirlargtm. Disk difiizyon testi icin ise uluslararasi k&bu
edilmis standart test prosedurt hentiz yoktur. “PHHS8licobacter Working Group”
tarafindan E-test ve agar diliisyon testleringti¢éneriler getirilmistir.?*°

Metranidazol duyarlilik testinde ve nadiren klantisin duyarhlik testinde
g6zlenen uyumsuzluklara besiyeri, kulttr siya inokalum miktari, anaerobik
preinkubasyon, disk icedii, sinir zon blyUklgu ve kargik kaltarlerin yol actg
disunulmektedir. Fenotipik metotlara ek olarak klamtisin direnciyle ilgkili 23S
rRNA gen mutasyonlarini tespit eden RT-PCR ve PERMRtemelli molekuler testler
gelistirilmi stir.>° Ekstrakte mide biyopsi érneklerinden direkt olasalpilan real-time
PCR ile kudlture gerek kalmadan ayni gun icerisindbreng sonugclari
ogrenilebilmektedir. Buna kam diren¢ durumu klasik yontemlerle 7-12 giinde &nca
sonuclandirilabilmektedir. Glnimizde metranidaztienci tam manasiyla aciklayan

bir molekiler test yoktur.

2.13.Hédlicabacter Enfeksiyonlarinin Epidemiyolojisi
H.pylori enfeksiyonu dinyanin en yaygin enfeksiyonlarindamisidir.
Helicobacter pylornin bazi primatlarda da vagh gosterilmg olmakla birlikte, esas

rezervuari insandir. Enfeksiyonun prevalansi, ggollari ve risk faktorlerine itkin
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yapiims pek ¢cok cakma vardir. Hijyenik keullarin koéti oldgu yerlerde ve bakim
evleri, rehabilitasyon merkezleri gibi kalabaliksgen kaullarinda prevalansin ytksek
olmasi fekal-oral yolla buiagini disiindirmektedir. Dental plaklardan soyutlanmasi,
tukurukte polimeraz zincir reaksiyonu ile genetiktaryalin gosterilmesi oral-oral yolla
da bulaabildigini distindirmigtir.* insandan insana nadiren de olsa iatrojenik yolla iyi
temizlenmemi endoskoplarla da buabilmektedir. Opime ve cinsel ikki ile
bulasmasi muhtemel gorinmekle birlikte gahalarla kanitlanmargir.* Yas ve
Ulkelere gore prevalans glgiklik gostermektedir. Bakterilerin kolonizasyon atarinin
kadin ve erkeklerde benzer ofgubildirilmistir. Gelismekte olan tlkelerde enfeksiyon
cocukluk cg@inin erken doneminde edinilmekte ve 10siga %50-60 enfeksiyon
oranina, egkin dénemde ise %90 oranina kadarsatdmektedi®® Buna zit olarak
gelismis Ulkelerde cocukluk ganda ¢cok az enfeksiyon olmaktadir, prevelansdgaya
birlikte kademeli arty (yilda %0,5-1) gbzlenmektedir. 20 syada bu oran %20-30 ve
50-60 yalarinda ise %50 civarinda olmaktadir. Prevelans agmanda desik etnik
orijinliler arasinda da farkhliklara sahiptir. Gsfin ABD’de saslikli ispanyol ve siyah
populasyondaki seropozitifliispanyol olmayan beyaz popilasyondan, y@insiyet,
cografi bolge ve gitim seviyesinden Gamsiz olarak birkac kat daha yiikseKdt Etnik
gruplar arasindaki seroprevelansdaki bu yiksek lifgfila nedeni tam olarak
anlgilmams fakat cocukluk donemindeki sosyoekonomik duruntiikéanitasyon ve
enfekte kgilerle yakin temas risk faktort olarak gérilmektedirevalans ile bakterinin
alindgl cocukluk doénemindeki sosyo-ekonomik skbar arasinda kesin bir gki
vardir®®? Ulkemiz gibi gelimekte olan (lkelerde sosyo-ekonomik sliarin
yetersizlgi ve sa&likli yasam kaullarinin sglanamamasi nedeniyle 5-10syarasinda
prevalans %60-70, yskinlerde ise bu oran %85-90°dir.Monozigotik ve duiik
ikizlerde yapilan cagmalarda enfeksiyona kalitsal duyagilive cevresel faktorlerin
etkilerini gosterilmgtir. () Cag+ sitotoksik sglarin prevalansinda da Ulkeler arasi
farkhliklar vardir. Gelsmemg UlkelerdeH. pylori suslarinin ¢cgu Cag+ iken, gedimis
bati Ulkelerinde sgarin c¢@u Cag-'dir. Caitli epidemiyolojik calsmalarda
asemptomatik tayicilarin en az % 10’'unun takip eden 10 yil icewde klinik olarak
yakinmalarinin ortaya c¢ikagai klinik yakinmasi olanlarinda en az %2-4’'tndkiga

eden 10 yil icersinde mide karsinomasi glilecei gosterilmistir.?**
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Cssitli epidemiyolojik calsmalar, H.pylori prevalansinin, tlke ve toplumlarin
gelismislik duzeyleri ile iliskili oldugunu ortaya koymgtur. Tim dinya nifusunda
enfeksiyon riski, ygla, kalabalik ortam ve sosyoekonomik dizeyinsidkiiigi ile
orantili olarak artmaktadir. Gehnis Ulkelerde yillikH.pylori infeksiyonu insidansi %
0,5-1 iken gelimekte olan tilkelerde bu oran % 10 civarindathiYine benzesekilde
gelismekte olan ulkelerde cocuklaringoH.pylori ile infekte iken, gelimis tlkelerde
cocukluk ca@&inda H.pylori prevalansi oldukca duktir. H.pylori bulasinin ¢gu,
cocukluk c@ginda meydana gelmektedir ve bazi llkelerde cocuklaayatin ilk aylar
kadar erken bir donemde enfekte @dou bildiren yayinlarda ¢ocuklarin yakila %
90’'ninin 10 yaina kadar enfekte olgu vurgulanmytir?®®> Enfeksiyon prevalansi
gelismekte olan Ulkelerde % 80-100'e kadar suleen, gelsmis Ulkelerde

sosyoekonomik diizeye glaolarak % 10 ile % 50 arasindagienektedir*?

2.14. Korunma, Kontrol ve Asi calismalari

GunumuizdeH.pylori bulagindan tam manasiyla korunma olgsiliyoktur.
Ozellikle gastrik kanserin yiiksek olglu toplumlarda, cocukluk ganda primer
korunmanin en etkili yol olagadistinilmektedir. Bu hedefe wabilmek icin ¢eitli as!
calismalari balatiimistir.?®> H.pylori'nin eradikasyonu icin gelecekte iizerinde en ok
durulacak konu @ calsmalaridir. Ureaz gibi gétli H.pylori antijenleriyle
gerceklatirilen profilaktik ve terapotik gilama hayvan modellerinde kismensali
olmustur®®®*” Fakat insan glarinin Gretimi mide imminolojisinin  tam

anlagilamamasindan 6tiiri heniiz  gercefitdememistir.>3®

Simdiye kadar @
calismlarinda denenem.pylori immunojenleri arasinda tim hicre ekstreleri, Ureaz
VacA ve HSP proteinleri vardir. Rekombinant Urdagm Uretimin kolay olmasi, hem
de infeksiyona kar korunmada ve hastalik durumungifasini sglamadaki etkililgi
nedeni ile insanlarda kullaniimak igin g calgilan proteinlerdendirLactobacillus
johnsoniinin probiyotik olarak kullanildil ¢calsmalardaH.pylori enfeksiyonuna faydall
olabilecegi gosterilmitir.>>® Bulasi azaltmak icin kiisel hijyen kurallarina uyulmasi,
icme sularinin dezenfeksiyonu, ayni kaptan yemeikneyse gibi 6nlemler birgok
enfeksiyon hastatinda oldgu gibi H.pylori bulagginda da dnemlidir fakat eradikasyon

tedavilerinin aktifH.pylori enfeksiyonu olan tim topluma uygulanmasi maliyiné gi
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ve baari acisindan tagimalidir. Gastroskopi sirasinda kullanilan aletlesterilize
edilmesine 6zen gdstermenin geregliggiktir. Bunu birlikteH.pylori'lden korunma ve

hastalgin kontrol yontemleri tam olarak acigh kavigmamstir.
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3.GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Secimi ve Orneklerin Toplanmasi
Bdlgemizden izole edilenH.pylori swlarinin  molekiler epidemiyolojik
Ozelliklerinin tespiti ve cgtli gastroduodenal patolojilereslék eden konakIL-1
polimorfizminin degerlendiriimesi amaciyla planlanan gatada, Aralik 2006 ile EKim
2007 tarihleri arasinda 8l&k Bakanlgl Adana, Kahramanmayae Gaziantep'’te géli
hastanelerde dahiliye gastroenteroloji poliklinikie gastrointestinalsikayetlerle
basvuran ve endoskopi endikasyonu alan 201 hastadaanahntrum ve/veya korpus
mide biyopsisi ile kontrol grubu olarak @kl kisilerden temin edilen 90 perierik kan
ornesi degerlendiriimeye alindi. Calma iki hasta grubu ve bir kontrol grubu olmak
Uzere 3 gruba ayrilarak gercekleldi.
I. Hasta grubu: Adana ve Kahramanmarahastalarindan elde edilen 110 biyopsi
materyallerinde ¢cajilan molekiler parametreler:
* gImMPCR ile antrum ve/veya korpustapylori genomunun agariimasi
e cagAgeninin varlgi.
» vacAgeninin varlgl vevacAallellerinin tespiti
vacAs (sl, s2)
vacAm (ml, m2)
* Genotip tayini Tipl genotipcggA+vevacA+),
Tipll genotipggA-vevacA+/-)
* Konak IL-1B polimorfizmi
0 IL-1B -31 polimorfizminin tespiti CC,CT,TT)
0 IL-1B -511 polimorfizminin tespitiCC,CT,T7)
0 IL-1RA polimorfizminin tespiti ( S/S allel, L/S al, L/L allel)
li. Hasta grubu: Gaziantep hastalarindan elde edilen, daha dndedgwsori pozitifligi
PCR ile tespit edilen 91 mide biyopsi ¢gimede calgilan molekiler parametreler

» cagAgeninin varlg

81



* vacAgeninin varlgi
* Genotip tayini Tipl genotipcagA+ vevacAt),
Tip2 genotippgA vevacAt/-)
» KonaklIL-1B polimorfizmi
0 IL-1B -31 polimorfizminin tespitiCC,CT,TT)
o] IL-1B -511 polimorfizminin tespitiCC,CT,T)
o] IL-1RN polimorfizminin tespiti (S/S allel, L/S allel/L allel)
iii. Kontrol grubu: IL-1 polimorfizminin belirlenmesi amaciyla herhangi bir
gastrointestinakikayeti olmayan s#ikli kan baiscilarindan elde edilen 90 periferik
kan 6rnginde calgilan molekuler parametreler:
o] IL-1B -31 polimorfizminin tespitiCC,CT,T)
0 IL-1B -511 polimorfizminin tespitiCC,CT,T)
0 IL-1RN polimorfizminin tespiti ( S/S allel, L/S allell/L allel)

Endoskopi g ginde alinan mide biyopsi ornekleri, 1 ml Ph 7.4 PBBhosphate
Buffer Saline) soliisyonu iceren kapakli steril eganh tiplerine alinarak buz akdleri
yardimi ile s@uk zincirde laboratuvara ufarildi ve ornekler gleninceye kadar
laboratuvarda —20 °C de muhafaza edildi. Kontrol &mekleri EDTA iceren tuplere 3-
5 ml kadar alindi. Laboratuvarda kontrol kan oreekbe biyopsi drnekleri antrum ve

korpus kaynakli oldgunu belirtecelgekilde numaralandirildi ve kayit altina alindi.

3.2. Calsma Dizayni ve Uygulanan Molekuler Yontemler

Elde edilen mide biyopsi 6rneklerinden konak ve teaial DNA, Qiagen
QIAamp DNA Mini Kiti ile firmanin talimatlari dgrultusunda izole edildi ve DNA
miktari spektrofotometrede 260 nm’de Olculerek pesadi. Ekstraktlardai. pylori
genom varlgini argtirmak icinglmM primer cifti (eski adiureC) kullanildi. H. pylori
PCR pozitif 6rneklerde, virulansdan sorumlu gergbf#ri olan egA, vacAve vacA'nin
subtip allellerinin (vacA sl1/s2, vacA ml/mZarhgini belirlemek amaciyla ilgili

primerler ile ileri analizler yapildi (Tablo 8, Tial®).

82



Tablo 8: Calismada kullanilan primer ciftleri ve hedef gen uzunliklari.

Primer Yéntem Dizi Uriin Uzunlgu

gimM PCR F5-AAGCTTTTAGGGGNTTAGGGGTTT-3 294 bp
R 5-AAGCTTACTTOTAACACTAACGC-3

CagA PCR F 5-GATAACAGGCAA@TTTGAGG -3 349 bp
RGTGCAAAAGATTGTTTGGCAGA -3

VacA sl/s2 PCR F 5-ATGGAAATACAACAAACACAGZ s1: 259 bp
RGIGCTTGAATGCGCCAAAC -3 s2: 286 bp

VacA m1/m2 PCR F 5-CAATCTGTCCAATCAAGCGAG-3 ml: 567 bp
RGCGTCAAAATAATTCCAAGG -3 m2: 642 bp

IL-18-31  RFLP (Alul) F5- AGAAGCTTCCACCAATACTC -3 239 bp (137, 102bp)
RAGCACCTAGTTGTAAGGAA -3’

IL-18-511 RFLP (Aval) F5- GCCTGAACCCTGCATACCGT -3’ 155 bp (92, 63 bp)
RGCCAATAGCCCTCCCTGTCT -3’

IL-1RN VNTR F 5- CCCCTCAGCAACACTCG’ 240, 325, 410,
RGGTCAGAAGGGCAGAGA -3 530 ve 595 bp

Tablo 9: Calismada kullanilan primer ciftlerinin molekdiler 6zelli kleri.

Primer Baz sayisi (bp) GC % TM (Meltag point) Saflik Miktar
glmm F 25 44 61,3°C HPLC 52,hmol
R 24 37,5 57°€ HPLC 63,4 nmol
CagA F 22 45,5 58,4 °C HPL 52,9 nmol
R 22 40,9 56,5 °C HPLC 49,5 nmol
VacA sl/s2 F 21 33,3 52,0 °C HPLC 54,5 nmol
R 19 52,6 56,7 °C HPLC 58,4 nmol
VacAml/m2 F 21 47,6 57,9°C LaP 55,8 nmol
R 20 40 53,2 °C HPLC 52,0 nmol
IL-15-31 F 20 45 580 HPLC 46,9 nmol
R 19 42,1 54,0 °C HPLC 45,2 nmol
IL-18 -511 F 2 60 64,0°C HPLC 50,3 nmol
R 20 60 64,0°C HPLC 53,5 nmol
IL-1 RN F 17 64,7 56,0 °C HPLC 62,5 nmol
R 17 58,8 54D ° HPLC 47,7 nmol

Biyopsi orneklerinde bakteriyal DNA ilesezamanli olarak izole edilen konak
genomunda 2. kromozomda bulundr-15 -511 vellL-1f -31 boélgelerinde Sitozin-
Timin polimorfizmlerini belirlemek icin PCR-RFLRAL-15 reseptdr antagonistiL(15
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RN) polimorfizmini belirlemek amaciyla PCR-VNTR moldkr yontemleri kullanildi
(Sekil 3).

ureA PCR
gmM PCR

(+) ise

. CagA PCR
., DNA izolasyonu VacA sl/s2  PCR
A VacA ml/m2 PCR

g } IL-18-31  RFLP(AlUI)
e Konak DNA’ B
Mide Biyopsisi ona st IL-18-511 RFLP (Aval)

IL-1RN VNTR
Sekil 3: Calisma Dizayni; biyopsi orneinin alinmasi, DNA izolasyonu ve hedeflenen konakev

H.pylori DNA'sI

bakteriyel gen bdlgeri.

3.2.1. Biyopsi ve Kan Orneklerinden DNAizolasyonu
H.pylori DNA’sInin ekstraksiyonu icin QIAGEN QIAamp DNA Mirit (Lot
No: 12187870, Cat No: 51304) doku ekstraksiyonkdtlanildi.
Ekstraksiyon dretici  firmanin  talimatlari  galtusunda sgegidaki  sekilde
gerceklatirildi.
Kit icerigi asagidaki gibidir:
QIAamp spin columns,
Koleksiyon tupleri (2ml),
Buffer AL,
Buffer AW1,
Buffer AW2,
Buffer AE,
Proteinaz K.
1. Mideden alinan yakj&k 25 mg doku ornekleri, icerisinde bulunduklari &en
uzaklgtirmak icin santrifijlendi, sivi kisim uzaktaildi ve 1.5 mllik eppendorf

tuplerine alindi. Bunlarin Gzerlerine 180 ATL buffer (doku lizis tamponu) ve 2(l
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pK (proteinaz K) eklenip vortekslendi ve enzimintiopum c¢alsma isisi1 olan 56°C’de
bir gece bekletilerek tam olarak erimesglsadi.
2. Inkubasyondan sonra kisaca santrifilj edilerek kapak#i kalmamasi gkandi.
Uzerine 200ul AL buffer (guanidine hydrochloride + guanidineztari) eklenip 15 sn
vorteks yapildi ve 70°C’de 10 dk bekletilerek pKibe edildi. Tekrar kisaca santrifi
edildi.
3. Uzerine 200ul soguk etanol (% 96-100) eklenip 15 sn. vorteks yapiKisaca
santrifij edildi.
4. Karsim 2 mllik toplama tupa igindeki QIAamp spin kollama kenarlarini
Islatmadan bgltildi ve 6000 x G'de 1 dk. santrifllj edildi (Hexss Biofuge Primo R).
Spin kolon yeni bir toplama tipune aktarildi, igirsdolu olan ttip atildi.
5. Filtrenin Uzerine kenarlarini i1slatmadan 500AW1 buffer (yikama solusyonu:
guanidium isothiocyanate + etanol) eklenip 6000 '”®eGl dk santrifij edildi. Spin
kolon yeni bir toplama tipune aktarildi, ici snald olan ttp atildi.
6. Filtrenin Uzerine kenarlarini i1slatmadan 500AW?2 buffer (yikama solusyonu:
yuksek konsantrasyonda tuz + etanol + sodyum &kignip 20000 x G'de 3 dk
santrifilj edildi (Gerek duyuldiunda bu gama tekrar edildi).
7. Spin kolon yeni temiz bir 1,5 ml'lik ependorfpiiine aktarildi. Uzerine 200 pl AE
buffer veya distile su eklendi ve oda i1sisinda bekletilip, 6000 x G’'de 1 dk santriflj
edildi. Spin kolon atildi ve tiipteki sivida ekseakdilmi DNA kaldi. izole edilen kalip
DNA, calismada kullanilana kadar -20/-70°C’de muhafaza edildi

Periferik kan orneklerinden DNA izolasyonunda ED1é temin edilen 3-5 cc
kan orngi 3500 rpm’de 3 dk cevrildi, notrofillerin ve ger cekirdekli hicrelerin bol
olarak bulundgu buffy coat'tan 6rnek alinarak ektraksiyon kitingamalarina ayni

sekilde devam edildi.

3.2.2. Ekstrakte Materyalde DNA Miktarinin Spektofatometre ile Olcuilmesi

Ekstrakte edilmiDNA iceren ependorf tupleri, spektrofotometredélEBIOS
s.r.l. Optimum-One UV-VIS Spectrophotometer) 260 dalga boyunda absorbansi
Olguldi.
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DNA miktari:

0OD260 x 50 mg DNA/mI xlzyon Orani

DNA mg /ml = formuli ile hesaplandi.
1000'mi

Ekstrakte edilen DNA miktarinin 3-12g/ul olduyzu tespit edildi. Daha sonra bu tupler

calisma suresince -20/-70°C’de saklandi.

3.2.3. Pozitif Kontrol Sssunun Canlandiriimasi ve DNA Ekstraksiyonu

Calismada H.pylori pozitif kontrol syu olarak H.pylori NCTC 99 (Refik
Saydam Ulusal Tip Kulttr kolleksiyonu, RSKK no: %) sgu kullanildi. Liyolize
halde gelen sul cc BHIB (Brain Heart Infusion Broth) icerisindg7°C’de 2 saat
inkiibe edilerek Columbia agar (Biomerieux) besi@rantimikrobiyal ve IsoVitaleX
suplamenti ilaveli) inokile edildi. Mikroaerofilikit (Campygen, Oxoid, Lot: 13L08-
C25-14) yardimi ile 37°C’de 4 gece inkiibe ediliikiibasyon periyodu sonrasinda
kontaminasyon acisindan kontrol edildi ve Oksiday, (Ureaz (+), Gram (-) bakteri
kolonileri H.pylori olarak identifiye edildi. Ureyen kolonidéth.pylori DNA izolasyonu
icin Qiagen QlAamp® DNA Mini Kit kullanildi.

3.2.4.H.pylori gimM (ureC) Gen Bdlgesinin Amplifikasyonu

glmMgenini tespit etmek amaciyla bu gene spesifik B94izunlgundaki gen
fragmentini hedef alagimM-F 5’- AAG CTT TTA GGG GTG TTA GGG GTT T -3
ve gimMR 5- AAG CTT ACT TTC TAA CAC TAA CGC -3 primerld sentez
ettirildi (Ella Biotech GmbH, Deutschland) (Tabl. &iyofilize halde gelen primerler
steril bidistile su ile 200 pmol/ul olacakkilde diliie edilerek stok primerler hazirlandi.
Toplam reaksiyon hacmi 50 pl olacggkilde PCR buffer (10 X Mg free, 500 mM KClI,
100 mM Tris-HCI, 0,1% Triton X-100) 5 ul, Mge(25mM) 5 ul, dNTP kagimi (her
biri 10 mM) 1 ul, herbir primer ciftinden (stakOO pmol/ul) 0,5 ul, Tag DNA
polimeraz (Vivantis, 5 u/ul U) 0,25 ul, steril distsu 32,75 pl eklenerek amplifikasyon
karisimi hazirlandi. Negatif ornek olarak distile sul&alldi. Hazirlanan bu katma
ekstrakte edilen DNA orggnden ve pozitif kontrol 6rngnden 5 pl eklendi ve

amplifikasyon i¢in termal cycler'a yesrildi.
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Amplifikasyon gamalarisu sekilde programlandi:
1. 94° C'de 4 dak. - ilk denaturasyon
2. 94°C’'de 1dk. - denaturasyon

57°C'de 1dk. -lgmnma 35 déngu
72°C'de 1dk. -uzama
3. 72°C’de 7dk. - son uzama (extensiomy4€C’de bekleme konumu.

Amplifikasyon urtnleri %2’lik agaroz jel elektrofezinde yuratilerek incelendi.

3.2.5.H.pylori CagA Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

cagAgenini tespit etmek amaciyla bu gene spesifik Bduzunlgundaki gen
fragmentini hedef alanagAF 5- GAT AAC AGG CAAGCT TTT GAG G -3’ ve
CagAR 5- CTG CAA AAG ATT GTT TGG CAG A -3’ primerlersentez ettirildi
(Tablo 8). Liyofilize halde gelen primerler stebidistile su ile 100 pmol/ul olacak
sekilde dilie edilerek stok primerler hazirlandi.plam reaksiyon hacmi 50 pl olacak
sekilde PCR buffer (10 X Mg free, 500 mM KCI, 100 mMis-HCI, 0,1% Triton X-
100) 5 pl, MgCi (25mM) 5 pl, dNTP kagimi (her biri 10 mM) 1 ul, herbir primer
ciftinden (stok 100 pmol/ul) 0,5 ul, Tag DNA polinag (Vivantis 5 u/pl U) 0,25 pl,
steril distile su 27,7 pl eklenerek amplifikasyoargmi hazirlandi. Negatif drnek
olarak distile su kullanildi. Hazirlanan bu kama ekstrakte edilen DNA 6rpeden 10
ul eklendi ve amplifikasyon icin termal cycler’arigstirildi.

Amplifikasyon gamalarisu sekilde programlandi:

1. 94°C’de 4 dk. - ilk denaturasyon
2. 94°C’'de 1dk. - denaturasyon
57°C'de 1dk. -lgmnma 35 déngu

72°C'de 1dk. -uzama
3. 72°C’'de 7 dk. - son uzama ve +4 °C’'dddme konumu.

Amplifikasyon urtnleri %2’lik agaroz jel elektrofezinde yuratilerek incelendi.
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3.2.6.H.pylori vacA sl/s2 Gen Boélgesinin Amplifikasyonu
vacA sgenini tespit etmek amaciyla bu gene spesifik@59s1) ve 286 (s2) bp
uzunlygundaki gen fragmentini hedef alaacAsF 5-ATG GAA ATA CAA CAA
ACA CAC ve vacAsR 5-CTG CTT GAA TGC GCC AAA C primerleri sentez
ettirildi (Tablo 8). Liyofilize halde gelen primen steril bidistile su ile 100 pmol/ul
olacaksekilde diltie edilerek stok primerler hazirlandi.pfam reaksiyon hacmi 50 pl
olacak sekilde PCR buffer (10 X Mg free, 500 mM KCI, 100 mMis-HCI, 0,1%
Triton X-100) 5 pl, MgCi (50mM) 2 ul, dNTP kagimi (her biri 20 mM) 1 pl, herbir
primer ciftinden ( stok 100 pmol/ul ) 0,5 pl, Ta¢NB polimeraz (Vivantis 5 u/ul) 0,25
pl, steril distile su 35,75 pl eklenerek amplifig@an karsimi hazirlandi. Negatif 6rnek
olarak distile su kullanildi. Hazirlanan bu kama ekstrakte edilen DNA 6rgmden 5
ul eklendi ve amplifikasyon icin termal cycler’arigstirildi.
Amplifikasyon gamalarisu sekilde programlandi:
1. 94°C’de 4 dk. - ilk denaturasyon
2. 94°C’'de 1dk. - denaturasyon
57°C'de 1dk. -lgmnma 35 déngu
72°C'de 1dk. -uzama
3. 72°C’de 7dk. -sonuzama ve +4 °C’dddrak konumu.
Amplifiye olan s1 ve s2 gen bolgelerinin letdorezde ayirimini artirmak igin

%3’lik agaroz jel elektroforezi ile gerlendirildi.

3.2.7.H.pylori vacA m1/m2 Gen Bolgesinin Amplifikasyonu

vacA mgenini tespit etmek amaciyla bu bdlgeye spesifil@ 6nl) ve 645 (m2)
bp uzunlgundaki gen fragmentini hedef alaacAm F 5’- CAA TCT GTC CAA TCA
AGC GAG vevacAm R 5'-GCG TCA AAA TAA TTC CAA GG primerleri sentze
ettirildi (Tablo 8). Liyofilize halde gelen priment steril bidistile su ile 200 pmol/ul
olacaksekilde diliie edilerek stok primerler hazirlandiplam reaksiyon hacmi 50 pl
olacaksekilde PCR buffer (10 X Mg free, 500 mM KCI, 100 mivis-HCI, 0,1%
Triton X-100) 5 pl, MgCJ (50mM) 1 pl, dNTP kagimi (her biri 10 mM) 1 ul, herbir
primer ciftinden (stok 100 pmol/ul) 0,5 ul, Taqg DNdlimeraz (Vivantis 5 u/pl) 0,25

ul, steril distile su 36,75 ul eklenerek amplifigas karsimi hazirlandi. Negatif 6rnek
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olarak distile su kullanildi. Hazirlanan bu kama ekstrakte edilen DNA orp@den 5
pl eklendi ve amplifikasyon icin termal cycler’arigstirildi.

Amplifikasyon gamalarisu sekilde programlandi:

1. 94°C’de 4dk. -ilk denaturasyon

2. 94°C’de 1dk. - denaturasyon

57°C'de 1dk. - kmnma 35 dongu
72°C'de 1dk. -uzama
3. 72°C’'de 7 dk. - son uzama ve +4 °C’dddame konumu.

Amplifiye olan m1 ve m2 gen bdlgelerinin eleflorezde ayirimini kolaysairmak
icin jel konsantrasyonu artirilarak %3'e ¢ikarNei elektroforez gercekgerildi.

3.2.8. Konak doku polimorfizminin belirlenmesi

3.2.8.1.11-1B geni-511bdlgesinin Amplifikasyonu

Konakta 2. kromozomun uzun kolunda yer dlahy geninin, promoter bélgesi -
51%’inci bazda bulunan tek nokta polimorfizmini {Cbaz transizyonu) tespit etmek
amaciyla bu boélgeye spesifik 155 bp uzgnludaki gen fragmentini hedef alan 511-F
5- GCC TGA ACC CTG CAT ACC GT-3' ve 511-R 5- GCBAT AGC CCT CCC
TGT CT-3' primerleri sentez ettirildi (TIB MolbioByntheselabor GmbH, Germany)
(Tablo 8). Liyofilize halde gelen primerler ultraipsu ile 100 pmol/ul olacagekilde
dilie edilerek stok primerler hazirlandi. Toplanakgiyon hacmi 50 pl olacagekilde
PCR buffer (5 X Mg free, Promega) 10 ul, Mg@5mM, Fermentas) 4 ul, dNTP
karisimi (her biri 10 mM) 1 ul, her bir primer ciftlen (stok 100 pmol/ul, TIB
Molbiol) 0,8 pl, GoTaq Flexi DNA polimeraz (Promeda u/ul, 10t:243796) 0,25 ul,
steril distile su 28,15 pl eklenerek amplifikasykarisimi hazirlandi. Negatif 6rnek
olarak distile su kullanildi. Hazirlanan bu kama ekstrakte edilen DNA 6rgmden 5
ul eklendi ve amplifikasyon icin termal cycler’arigstirildi.
Amplifikasyon gamalarisu sekilde programlandi:
1. 95°C'de 5dk. - ilk denaturasyon
2. 94°C’de 30sn. - denaturasyon
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64° C'de 30sn. -ganma 5 dongu
72°C’'de 30sn. -uzama ~
i
3. 94°C’de 30sn. -denaturasyon )
59°C’de 30sn. -ganma — 35 dongu
72°C'de 30sn. -uzama J

3. 72°C’'de 7 dak. - son uzama ve + 4 °Cilddme konumu.
Amplifikasyon dranleri %0,5 mg/ml Etidyum bromid lboman %2’lik agaroz
jelde elektroforezsiemine tabi tutuldu ve non-spesifik bantlar yonimdentrol edildi.

Jel goruntuleme sistemi ile resimleri gekildi.

3.2.8.1.1. Amplifiye edilen 6rngin Eco88I (Aval) restriksiyon endonikleaz

enzimi ile kesilmesi

Enzim ile kesilmeden o©nce PCR ile amplikondaki DN#iktart,
spektrofotometri ile olcllerek belirlendi. 155 brumlusundaki amplikon Eco88I
(Aval) (Fermentas Life Science, 1000 U, 1@lubt: 021325) restriksiyon enzimi ile
kesildi. Sekil 4'de enzimin tanima bolgesi gosterilmektedir.

5 .. CYCGRG...3
3...GRGCY,.C...5

Sekil 4: Eco88l (Aval) enziminin tanima bolgesi.

RFLP Uygulamasi:

1- Amplifiye edilen drneklerden 3 ul alinarak 20 [K’lieaksiyon kagimi hazirlandi.

Eco88I (10U/ul) 0,2 ul
Buffer Tango(10X, with 1 mg/ml BSA 2 ul
Kalip DNA 3 ul
Ultra par su 14,8 ul
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Toplam hacim 20 pl

2- 220 dk. 37°C’de inkube edildi.

3- 65°C’de 15 dk. inkube edilerek enzim inaktive edil

4- %2’lik agaroz jel elektroforezinde yuritilerek Udfginda goruntulendi.

5- Elde edilen fragment buyukii ve sayisina gore genotip tayini yapildi. Bunun,i¢
155 bp kesilmemi amplikon T (T/T) alleli, 80 ve 95 bp’lik iki trii€ (C/C) alleli
olarak kabul edildi. Genotipler, kesilen ampikomajel elektroforezinde gosterdikleri
fragment profil polimorfizmine géresagidaki sekilde tanimlandi.

C/C: 92 ve 63 bp’lik iki bant
C/T: 155, 92 ve 63 bp’lik ti¢ bant
T/T: kesilmems 155 bp’lik tek bant.

3.2.8.2.11-1B Geni -31 Bolgesinin Amplifikasyonu

Konakta 2. kromozom uzun kolunda yer alan yer dlatf geninin, -31’inci
bdlgede bulunan tek nokta mutasyonunu (T/C bazmsizgonu) tespit etmek amaciyla
bu bolgeye spesifik 239 bp uzuplindaki gen fragmentini hedef alan F-5’- AGA AGC
TTC CAC CAATAC TC -3’ ve R-5-AGC ACC TAG TTG TAAGGA A-3’ primerleri
sentez ettirildi (TIB Molbiol Syntheselabor GmbHe&any), (Tablo 8). Liyofilize
halde gelen primerler steril ultra par su ile 10@qglul olacaksekilde dilie edilerek
stok primerler hazirlandi. Toplam reaksiyon hac@id olacaksekilde PCR buffer (5
X Mg free, Promega) 10 ul, Mg&(25mM, Promega) 5 pl, dNTP kaimi (her biri 10
mM) 1 ul, her bir primer ciftinden ( stok 100 plul ) 0,8 pl, GoTaq Flexi DNA
polimeraz (5 u/ul, Promega) 0,25 pl, steril distile 24,65 ul eklenerek amplifikasyon
karisimi hazirlandi. Negatif 6rnek olarak distile sul&alldi. Hazirlanan bu kaitma
ekstrakte edilen DNA orgenden 7,5 pl eklendi ve amplifikasyon igin termgcler'a
yerlestirildi.

Amplifikasyon gamalarisu sekilde programlandi:
1. 94°C'de 4 dk. -ilk denaturasyon

2. 94°C’de 30sn. - denaturasyon
57°C’de 30sn. -panma 40 dbéngu
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72° C'de 40 sn. -uzama
3. 72°C’de 7 dak. - son uzama ve +4 °Celddme konumu.

Amplifikasyon drtnleri %0,5 mg/ml Etidyum bnid bulunan %2’lik agaroz jelde
elektroforez g¢lemine tabi tutularak non-spesifik amplifikasyon nydiden

degerlendirildi. Ultra viole $1g1 ile goruntilenerek resimleri ¢ekildi.

3.2.8.2.1. Amplifiye Edilen Orng&gin Alul Restriksiyon Endoniikleaz Enzimi ile
Kesilmesi

Enzimin etki edegé substrat konsantrasyonu standardizasyonu iginlikomp
icerisindeki DNA miktar1 enzim ile kesilmeden oncgektrofotometri ile olculerek
standardizasyon gkndi. Kesilen 6rnek enzim kamm icerisinde 1-2 ug DNA olacak
sekilde dilue edildi. 239 bp uzunfundaki amplikon Alul (10 Uil, 600 U, Fermentas,
Lot:026039) restriksiyon enzimi ile kesildiSekil 5’'de enzimin tanima bdlgesi

gosterilmektedir.

5 . AGCT...3
3...TCGA...5

Sekil 5. Alul restriksiyon enziminin kesim noktasi.

Reaksiyon 20 pl hacimde 37° C, 3 saat inkubasyemgdrceklgtirildi. Sure
sonunda 56° C’de 10 dk inkiibasyon ile enzim aldaiisonlandirildi.
RFLP Uygulamasi:
1-Amplifiye edilen 6rneklerden 3ul alinarakagidaki reaksiyon kagimi hazirlandi.
Alul (10u/pl) 0,2 pl

Buffer (10X) 2,0 pl
Kalip DNA 3,0 ul
Distile su 14,8 pl
Toplam hacim 20 pl
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(Alul: Sigma-Aldrich Product No: R 6885, Uriigerigi: Alul enzim (10 u/ul), 10X Buffer (20Mm Tris-
HCI, 50 mM KCI, 0.1mM EDTA, 10 mM dithioerythritdDTE), % 50 v/v gliserol)

2- 3 saat 37°C’de inkube edildi.

3- 65°C’de 15 dk. inkube ederek enzim inaktive adild

4- Agaroz jel elektroforezinde (% 3'lUk) analiz edildi

5- Elde edilen fragment buytlkia ve sayisina gére mutasyon analizi yapildi.
Bunun icin,155 bp parcalanmagmiriin T alleli, 80 ve 95 bp’lik iki Griin C allelilarak
kabul edildi. Genotiplersagidaki gibi tasarlandi.
C/C: 92 ve 63 bp’lik iki bant
C/T: 155, 92 ve 63 bp’lik Gi¢c bant
T/T: sindirilmemi 155 bp’lik tek bant.

3.2.9. IL-1IRN Geninde Gekrar Gden Gen Bodlgelerinin (VNTR)
Amplifikasyonu
IL-RN geni penta-allelik 86 bp’lik ard arda tekrar ededlgelere (variable

number of tandem repeats, VNTR) sahigtirRN polimorfizmi, 86 bp’lik tekrar eden
bdlgelerin sayisinin PCR-VNTR ile amplifikasyonuyalirlendi. 2. kromozomun uzun
kolunda, 2. intronda yer alan bu bdlgeye spesifiNTR-F 5-CCCCTCAGC
AACACTCC-3' ve VNTR-R 5-GGTCAGAAGGGCAGAGA-3’ primderi kullaniidi.
Toplam reaksiyon hacmi 50 pl olacgdkilde PCR buffer (5 X Mg free) 10 ul, MgcCl
(25mM) 4 pl, dNTP kagimi (her biri 20 mM) 0,8 ul, her bir primer giftlen ( stok
100 pmol/ul) 0,8 ul, Tag DNA polimeraz (Promega,/gal) 0,25 pl, steril distile su
25,85 pl eklenerek amplifikasyon kami hazirlandi. Negatif 6érnek olarak distile su
kullanildi. Hazirlanan bu kaima ekstrakte edilen DNA orpmden 7,5 pl eklendi ve
amplifikasyon icin “termal cycler’a yerérildi.
Amplifikasyon gamalarisu sekilde programlandi:
1. 94°C'de 5dk. -ilk denaturasyon
2. 94°C’de 30sn. -denaturasyon

64° C'de 30sn. -ganma 5 dongu

72°C’de 30sn. -uzama
3. 94°C’de 30sn. -denaturasyon

59°C’de 30sn. -ganma 35 dbngu
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72°C'de 30sn. -uzama
4. 72 °C'de 7 dak. - son uzama ve +4 °Celddme konumu.

Amplifikasyon drtnleri %0,5 mg/ml Etidyum bnid bulunan %2’lik agaroz jelde
elektroforez glemine tabii tutuldu. Ultra violesigi ile gortintilenerek resimleri cekildi.
Alleller 100 bp’lik DNA markera gore kiyaslanaragagidaki gibi kodlandi.
allel 1= 410 bp (dort tekrar),
allel 2= 240 bp (iki tekrar),
allel 3= 530 bp (betekrar),
allel 4= 325 bp (lg tekrar),
allel 5= 595 bp (altI tekrar).

Bu alleller daha sonra kisa allel (allel 2=S) vergan allel (allel 1, 3, 4 ve 5=L) olarak
siniflandinlidi. Genotipik patern L/L, L/S ve Setarak siniflandirildi.

3.2.10. Amplifiye Edilen Uriinlerin Agaroz Jel Elekiroforez ile
Goruntulinmesi

Elektroforez tankinin dolduruimasinda ve jel hamrhasinda 1X TBE
soltisyonu pH 8,4 (Tris Base, Borik asit, EDTA) lkamild1.

3.2.10.1. Elektroforez Jelinin Hazirlanmasi

Elektroforez icin %2-3,5 konsantrasyonlardaittieagaroz jel hazirlamak igin
1X TBE (Tris Base, Borik asit, EDTA) karmi hazirlandi. 10X TBE stok
solisyonundan 10 ml alinarak 90 ml distile su degkrilarak 1X ygunlugunda c¢ozelti
hazirlandi. Molekiler saflikta agarozdan 2 g tdrtilBir cam balon icerisinde
mikrodalga firinda eritilerek oda 1sisindgzgsmaya birakildi. S;umaya yakin icerisine
5 pl etidyum bromit (stok 10 mg/ml) eklendi ve fahkina (OWL Separation Systems
Model B2 Mini Gel Electrophoresis System) dokuldDda sicakiginda 20-30 dk
bekletilerek katilgmasi s@landi. Jel donduktan sonra taraklar cekilerek kuylar

hazirlandi ve jel tanki hazirlanan 1X TBE solusydauweteri miktarda dolduruldu.
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3.2.10.2. Amlikonlarin Agaroz Jele Yerlgtiriimesi
Amplifiye olan DNA 6rneklerinden 10 pl alinarak 2 yikleme tamponu ile
karistirldi ve kuyucuklara yerkgirildi. Marker olarak 100 bp’lik DNA markerdan 5 p
alinarak ilk kuyucga ve orta kuyucga 5 pl hacimde yerérildi.
Tankin guc¢ kayrga (Labnet International Power Station 300) gallarak 80 mA —

bromfenol mavisi jelin 2/3'Une wWaginda elektroforez durduruldu.

3.2.10.3. Agoroz Jelin Goruntilenmesi

Elektroforez sonrasi jel tanktan cikarildi vegékintileme sistemi (Kodak Gel
Logic 1500 imaging System) ile 312 nm dalga boyundaki ultravigigl altinda
goruntulenerek incelendi ve resimleri cekildi. Hedlge ile uyumlu amplikonlar
pozitif olarak dgerlendirildi Sekil 6,7,8 ve 9).

3.3. PCRIgcin Kullanilan Sarf Malzemelerin ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi
Molekuler testlerde kullaniimak Uzere belirtilenigdsyonlar hem stok hemde
gunlik olarak hazirlandi.

3.3.1. PBS (Phosphate Buffer Saline, 1 X) Hazirlamasi

PBS solusyonu biyopsi 6rneklerinin laboratuvasani@asi amaci ile kullanildi.
NacCl 17 g/l
NaH,PO, 0.44 gl
K.HPO,  2.4g/l (Ph7,4)

Belirtilen maddeler tartilarak 1 litre distile sginde c¢o6zildi ve otoklavda
121°C’de 15 dk. steril edildi. Steril kapakli eponictliplerine 1’er ml daitildi. +4°C’de

muhafaza edildi.

95



3.3.2. 10X TBE (pH: 8.8)Solusyonunun Hazirlanmasi
Tris-base 108 g,
Borik asit 55 g,
EDTA 8.3 g tartilarak 1 litre distiledasmanyetik kastirici yardimi ile ¢ozuldo.
Oda 1sisinda muhafaza edildi. (Tris-base Sigma, M¥1:.14 g, Lot: 116K5454; Borik
asit Merck MW: 61,83 g, Lot: A577065; EDTA Ambres&MW: 372,24 8.3 g, Lot:
1810B22)

3.3.3. dNTP Karsiminin Hazirlanmasi

PCR ana kagiminda (master mix) kullanilacak olan 10mM dNTP
(Deoxyribonucleotide triphosphate, Promega Lot: 68%) hazirlandi. Bunun igin
herbiri 100 mM stok konsantrasyonda gelen dATP, BGICTP ve dTTP’tan 10’ar pul
alinarak 60 pl ultrapur su eklendi. Kullanilincagadar -20/-70°C’de muhafaza edildi.

3.3.4. DNA Markerlarin Hazirlanmasi

Elektroforez sirasinda hedef gen bolgesinin ankal§yonunun kontrolinde ve
amplikon buydkulginin 6lciminde 25 bp’lik ve 100 bp’lik buyukltklerdagilan
markerlar (Promega 25 bp DNA step ladder, Cat: G4hbt: 110567, Fermentas 100
bp DNA ladder, Lot: 015332) kullanildi. Bunun icstok primer solisyonundan 50 pl,
6X yukleme tamponunan 10 pl alinarak kullanima hhale getirildi ve kullanilincaya
kadar -20/-70°C’de muhafaza edildi.

3.3.5. Yukleme Tamponunun Hazirlanmasi

Elektroforez sirasinda jel kuyucuklarina amplikomayerlemesi icin yikleme
tamponu (loading buffer, pH 8,2) hazirlandi. Bungin soltiisyona brom fenol mavisi
eklemeden oncesagidaki sarf maddelerindersagida belirtilen miktalarda tartilarak,
pH’si 1 N NaOH ile ayarlandi ve trin +4°C’de mulzafadildi.
Brom fenol mavisi 0,0125 mg.

Sukroz 2 gr.
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Gliserol 5 damla
IXTE (pH8.2) 5ml

3.3.6. Etidyum Bromit ile Boyama

Calsmada agaroz jelin boyanmasi icin 10 mg/ml stok katrasyonda sivi
etidyum bromit (Promega, Lot: 234571) kullanildiOO1 ml donmany agaroz jel
iceriside 5 ul etidyum bromit ekledi ve jel donmayaakildi. Stok boya oda isisinda
muhafaza edildi.

3.3.7. Agaroz
PCR durlnlerinin jel elektroforezi icin DNaz ve RNaaktivitesi olmayan
molekiler saflikta agaroz (Prona Agarose, Lot: GZER ) kullanildi. Oda isisinda

muhafaza edildi.

3.3.8. Tag DNA Polimeraz
PCR ile amplfikasyon kagiminin hazirlanmasinda her 6rnelgiba 1,25 u Taq
polimeraz (Stok 5 u/pl) enzimi kullanildi. EnzinD/270 C°de muhafaza edildi.

3.3.9. Primer Secimi, Kontroll ve Liyofilize Primederin Kullanima

Hazirlanmasi

Konak ve bakteriyel DNA'da hedeflenen 7 gen bdolgesi molekiler
yotemlemler ile incelenmesinde kritik 6neme sahifno primerlerin dizisinin
belirlenmesi ve ticari olarak sentezletiimesi igyrintili literatir taramasi yapildi ve
GeneBank’tan ilgili hedef gen bdlgelerinin tim se&aincelenerek hem primerler hem
restriksiyon endonikleaz enzimleri elektronik ortlntest edildi. Bunun icin FastPCR
V 5.2.102 yazihmi kullanildi*® Belirlenen primer dizileri HPLC puirifiye, liyofitie
olarak temin edildi.  Ultrapir su ile 100 pmadliilk stok primerler hazirlanarak -20/-
70°C’de muhafza edildi.
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3.4.Tstatistiksel Analiz
Istatistiksel analiz testlerinin uygulanmasi icirdeeledilen veriler rakamsal
olarak kodlanarak SPSS V11.5 programina yiklenderi \kontrolii yapildi ve

bulgularin istatistiksel analizi icigf Fisher exact testi kullanildf®
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4. BULGULAR

Bdlgemizden izole edilenH. pylori swlarinin  molekiler epidemiyolojik
Ozelliklerinin tespiti ve cgtli gastroduodenal patolojilereslék eden konakIL—1B
polimorfizminin degerlendiriimesi amaciyla planlanan gatada 90’i kontrol grubu

olmak Uzere toplam 291 klinik 6rneksgé molekuler yontemlerle incelendi.

4.1. Hasta Grubunun (Adana ve Kahramanmarg) Demografik Verileri ve

Elde Edilen Diger Bulgular

Calismaya dahil edilen yaortalamalari 46,05 (+ 11,92), 23'u erkek (% 20,9
87’si kadin (% 79,1 ) toplam 110 semptomatik hdetaendoskopi ile antrum ve/veya
kospus kaynakli mide biyopsi orgietemin edildi (Tablo:10). Hastalarin endoskopik
muayenelerinde 117 hasta gastrit tanisina (antslriy ve/veya pangastrit), 3’0 ise
Ulser (gastrik Ulser veya duodenal Ulser) tanisatapti. Biyopsi materyalindé.pylori
genom varkini tespit edebilmek icirglmM primerlerinin kullanildg In-House PCR
yontemi ile 110 hastanin 89 (% 80,9)'unda baktenlign belirlendi. Sekil 6'da 294
bp’lik gimM amplikonunun % 1,8’lik agaroz jel elektroforezintd®/ 1sig1 altindaki
goruntisu gorulmektedir.

Hastalarin 6nemli bir orani, endoskopik muayeneusongastrit (pangastrit/
antral gastrit) klinke sahip hastalardan gtuaktadir. Tablo 10’da ayrintili demigrafik

bilgiler 6zetlenmgtir.
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Tablo 10: 1. Hasta grubunun demografik 6zellikleri, H.pylori prevelansi ve endoskopik bulgular.*

srgruplari 46,0 (+ 11.9) Endogikobulgular n(%)
H.pylori
PCR 18-3031-41 41-50 51-75 GastritUlser Toplam
Negatif  Erkek 0 0 5 3 7 1 8
Kadin 0 5 3 5 12 1 13
Toplam 0 5 8 8 19 2 21
Pozitif Erkek 0 4 4 7 14 1 15
Kadin 9 20 19 26 74 0 74
Toplam 9 24 23 33 8 8 1 89 (% 80,9)

*: Marag/Adana bolgesine ait hastalardan izole ediigpylori suslar

Sekil 6: 294 bp’lik gimM amplikonunun % 1,8'lik agaroz jel elektroforezinde UV 15181 altindaki
gorintusi (M: 100 bp’lik marker, N: negatif kontrol , P: pozitif kontrol, 1-2: hasta érnekleri)

H. pylori sularinin 57'sinin (% 64,0)cagA geni tgimakta olan Tip |
genotipinde ¢agA+, vacA# yer aldiklari, 32’sinin de (% 36,0) Tip Il genginde
(cagA vevacAt/-) yer aldgi belirlendi Sekil 7, Tablo 11).

100



Sekil 7: 349 bp’lik cagA amplikonunun % 1,8'lik agaroz jel elektroforezinde UV 15181 altindaki
goOruntusu (M: 100 bp’lik marker, P: pozitif kontrol , 1-4: hasta 6rnekleri)

vacA s ve/veyam gen bdlgesini tayan H.pylori orani 86 (% 96,62) izolatta
tespit edilirken hedefleneracAgen bolgesinin PCR ile 3 izolatda olm@adespit edildi
(sekil 8, sekil 9, tablo 11). Sglarin 51’1 (% 57,30)vacAslgen boélgesine, 27'si (%
30,33)vacAs2gen bdlgesine, 2'si (% 2,24) her iki s bolgesiaitdimakta idi. §ekil 8)
9 suyda isevacA sholgesi yoktu. Sglarin 31'i (% 34,83)vacAmlgen bdlgesine, 48'si
(% 53,9)vacAm2gen bolgesine 3'U (% 3,4) her iki m bolgesini dgrhakta idi. 7 sgta
ise (% 7,9)vacA mbolgesi tespit edilmedisé€kil 9). H.pylori izolatlarindavacA
allellerinden vacA sl1/m2kombinasyonu (25 sy en sik tespit edilen subtip olarak
belirlenirken bunu takiben sirayla s1/m1(23s)sus2/m2 (19 s§) vacA allel
kombinasyonu tespit edildi.vacA geninin alt tipleri (s1,s2 ve ml,m2) tablo 13'de
Ozetlenmgtir. H.pylori swlarinda cagA ile iligkili vacA allellerinin prevelansi tablo
12'de Ozetlenngtir.
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286 bp 259 bp

Sekil 8: 259 bp (sl) ve 286 bp (s2) uzunluklarindakiamplikonlarin % 3’lik agaroz jel
elektroforezinde UV i1g1 altindaki gorintust (M: 25 bp’lik marker, N: negatif kontrol, 1-5:hasta

ornekleri)

567 bp 642 bp

md/2 M L

Sekil 9: 567(m1) bp ve 642(m2) bp’likvacA m amplikonunun % 3'lik agaroz jel elektroforezinde
UV 15181 altindaki gorantisi (M:100 bp’lik marker, 1-6: hasta 6rnekleri)
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Tablo 11: Maras/Adana bdlgesine ait hastalardan izole edilemd.pylori swslarinin cinsiyete gére
dagilim oranlari ve genotipik 6zellikleri.
H.pylori PCR cagA vacA Tipl genotip Tip2 Genotip

n(%) n(%) n(%) n(%)
Cinsiyet Negatif Pozitif Negatif Pozitif  Neghti Pozitif

Erkek 8 15 5 10 1 14 10 5

13 74 27 47 2 72 47 27
Kadin
Toplam 21(19,1) 89(80,9) 32(35,9) 57(64,0) 3(3,386(96,7) 37(64,0) 32(36,0)

Tablo 12 : Maras/Adana bélgesine ait hastalardan izole edilei.pylori suslarinda cagA ile iliskili
vacA allellerinin prevelansi.
VachA alleller VacAm alleller

vacAs(-) sl (+) s2(+) sls&(+) vacAm(-) ml (+) m2(+) mlve m2 (+) Tap

cagA
Negatif 9 10 21 1 7 7 17 1 32
Pozitif 0 41 15 1 0 24 13 2 57
Toplam 9 51 72 2 7 31 48 3 89

Tablo 13: vacA geninin s ve m alt tip kombinasyonlarinin prevelasi*

vacAm gen boélgesi alt tip Toplam

negatif m1l pozitif m2 pozitif —ml+m2

pozitif
vacAs gen bdlgesi negatif 4 1 3 1 9
alt tip sl pozitif 2 23 25 1 51
s2 pozitif 1 6 19 1 27
s1+s2 pozitif 0 1 1 0 2
Toplam 7 31 48 3 89

*: Marag/Adana bolgesine ait hastalardan izole ediigpylori suslar

Konakdaki  doku polimorfizmini tespit etmek amdaiyyapilan IL-1B
polimorfizm analizinde, 53 (% 48,2) hastada -511GIE, 40 (% 36,4) hastada CC ve
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17 (% 15,5) hastada TT polimorfizmi tespit edilinkB5 (% 50) hastadi.-1B -31 de
CT, 20 (% 18,2) hastada CC ve 35 (% 31,8) hastddaolimorfizmi tespit edildilL-1
RN polimorfizm analizinde 8 (% 7,3) hastada S/S atletpit edildi. Tablo 14'de IL-1

polimorfizm durumunun cinsiyet ve ygruplarina gére dalim oranlari gorilmektedir.

Tablo 14: IL-1 polimorfizm durumunun cinsiyet ve yas gruplarina gére dagihm oranlari.*

Polimorfizm IL-1B-31 n(%) IL-1B-511 n(%) IL-1 RNn(%) Toplam
CT cC TT CT cC TT SIS L/s L/L
Cinsiyet
Erkek 31-41ya 2 1 1 2 1 1 0 1 3 4
41-50ya 6 1 2 4 5 0 0
51-75ya 6 1 3 6 3 1 1 3 6 10
Toplam 14 3 6 12 9 2 1 8 14 23
Kadin 18-30yga 4 0 5 3 5 1 1 6 9
31-41yga 13 3 14 10 1 2 14 25
41-50 ya 12 6 4 9 6 7 2 9 11 22
51-75ya 12 8 11 15 10 6 2 16 13 31
Toplam 41 71 29 41 31 15 7 36 44 87
Genel Toplam 55(50) 20(18.25(3.8) 53(48.2) 40(36.4) 17(15.5) 8(7.3)4010) 58(52.7) 110

*: Marag/Adana bdlgesine ait hastalardan izole editepylori suslar

Mide biyopsi 6rneklerinde en sik tespit edildnlB 511 ve 31 kombinasyonu
sirayla CT/CT (45), CC/TT (34) olarak belirlendia@@o 15).Sekil 10’'dalL-1B -511
polimorfizmine ait 155 bp uzungundaki amplikonun(IL-1B-511 C/T polimorfizmi)
Aval restriksiyon enzimi ile kesilmesi elde edilen DXrAgmanlarinin % 2,5’lik agaroz
jel elektroforezinde UVsigl altindaki gortintist gérilmekted§ekil 11'dalL-1B -31
polimorfizmine ait 239 bp uzunfundaki amplikonunAlul restriksiyon enzimi ile
kesilmesi ile elde edilen DNA fragmanlarinin % #ibagaroz jel elektroforezinde UV
Isigl altindaki goruntist gorulmektedigekil 12'de IL1-RN allelik polimorfizm, 86
bp’lik ardisik tekrar eden dizilerin PCR-VNTR ile elde ediletNA fragmanlarinin %

2’lik agaroz jelde UVgigl altindaki gorantist gortlmektedir.
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Tablo 15: Mide biyopsi drneklerinde en sik tespiedilenlL-1B 511 ve 31 kombinasyonlar*

-511 allelik polimorfizm

CTallel CcCallel TT allel Toplam
-31 allelik polimorfizm CT allel 45 6 4 55
CC allel 7 0 13 20
TT allel 1 34 0 35
Total 53 40 17 110

*: Marag/Adana bolgesine ait hastalar, mide biyopsi érmékle

T C/T T/ C/IC CIT CIT CT C/T CIT CIC

Sekil 10: IL-1B  -511 polimorfizmi, 155 bp uzunlgundaki amplikonun (IL-1B -511 C/T
polimorfizmi) Aval restriksiyon enzimi ile kesilmesi elde edilen DNA fragmanlarinin % 2,5’lik

agaroz jel elektroforezinde UV sig1 altindaki gorintust (M: 100 bp’lik marker,1-10: Hasta
ornekleri)
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cT T 1T TM CI€ CT C/IC CC

Sekil 11: IL-1B -31 polimorfizmi, 239 bp uzunl@gundaki amplikonun Alul restriksiyon enzimi ile
kesilmesi ile elde edilen DNA fragmanlarinin % 2,5'lik agaroz jel elektroforezinde UV kil
altindaki goéruntist (M: 200 bp’lik marker,1-8: Hasta drnekleri)

RS 1 b b

600bp

400ibpwe WNERY SEENS

- -
200 bp

Sobe LT UL LS UL UL LS UL S LSS SiS

Sekil 12: IL-1RN allelik polimorfizm, 86 bp’lik ardi sik tekrar eden dizilerin PCR-VNTR ile elde
edilen DNA fragmanlarinin % 2’lik agaroz jelde UV isig1 altindaki gorintisid. (M: 200 bp’lik
marker, 1-11: Hasta 6rnekleri, L: uzun tekrar, S: kisa tekar)
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4.2. Hasta grubun (Gaziantep) demografik verileri e elde edilen dier

parametreler

Antep hasta grubunda g#i gastroduodenal patolojilere sahip syartalamasi
41,5 (x14,5) olan 44’0 (% 48,4) erkek, 47'si (% @lkadin 91 hasta gerlendirmeye
alindi (Tablo 16)H.pylori pozitif olan 91 6rngin 50’si (% 54,9)cagApozitif, 78 i (%
85,7)vacA pozitif olarak bulundu. Tip | genotipedgA+,vacA+ sahip sslar % 54,9
(50) oraninda tespit edildi (Tablo 17).

Tablo 16: 1. Gaziantep hasta grubunun demografik ¢elikleri, cinsiyete gére ya gruplari ve
endoskopik bulgular.

Yaruplari 41,5 (+ 14,5) n( %) Endoskopik bulgular
18-30 31-41 41-50 51-75 Toplam @sastiser Toplam
H.pylori PCR
Pozitif Erkek 12 9 11 12 44 36 8 44
Kadin 10 11 14 12 47 40 7 47
Toplam  22(24,2) 2D@ 25(27,8) 24(26,4) 91 76 15 91

Tablo 17:H.pylori pozitif oldugu belirlenen Gaziantep boélgesine ait érneklerdéd.pylori suslarinin
cinsiyete gore genotip dgilim oranlari.

cagAn(%) vacAn(%) Tipl genotip n(%Yip2 Genotip (%)

Cinsiyet Negatif Pdzit Negatif Pozitif
Erkek 18 26 3 41 26 18
Kadin 23 24 10 37 24 23
Toplam 41(45,1) 50(54,9)13(14,3) 78(85,7) 50(54,9) 41(35.1

Gaziantep mide biyopsi o6reklerinde konak doku polii@mini tespit etmek
amacityla yapilan ILf1 polimorfizm analizinde -511'de 54 (% 59,3) hast&ig 17 (%
18,7) hastada CC ve 20 (% 22) hastada TT polinmoifiespit edilirken IL-1B -31 de
56 (% 61,5) hastada CT, 18 (% 19,8) hastada C(7\&8,7) hastada TT polimorfizmi
tespit edildi. Kahramanmayagrubundan daha yuksek bir oran olardkl RN
polimorfizm analizinde 16 (% 17,6) hastada S/Slialkspit edildi. Tablo 18'ddL-1

polimorfizm durumunun cinsiyete gore @iam oranlari gorilmektedir. Mide biyopsi
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orneklerinde en sik tespit edilen IL-1 511 ve 3Inkinasyonu sirayla CT/CT (54),
TT/CC (18) olarak belirlendi (Tablo 19).

Tablo 18: Gaziantep 6rneklerinde IL-1 polimorfizminin cinsiyete gore dgilim oranlari.

Polimorfizm IL-1B-31 n IL-1B-511 n IL-1 RN n Toplam n
(%0) (%0) (%) (%)
CT CC TT CT CcC TT S/IS SU/ LL
Cinsiyet
Erkek 24 10 10 24 10 10 9 20 15 44 (48,4)
Kadin 32 8 7 30 7 10 7 22 18 47 (51,6)
Toplam 56 18 17 54 17 20 16 42 33 90

(615) (19,8) (18,7)(59,3) (18,7) (22,0) (17,6) (46,236,3)

Tablo 19: Gaziantep mide biyopsi 6rneklerinde enik tespit edilen IL-1 511 ve 31 polimorfizm
kombinasyonlari,

-511 allelik polimorfizm n (%) Toplam n (%)
CTallel CcCallel TT allel
-31 allelik polimorfizm CT allel 54 0 2 56 (61,5)
CC allel 0 0 18 18 (19,8)
TT allel 0 17 0 17 (18,7)
Total 54 (59,3) 17 (18,7) 20 (22,0) 91

3. Kontrol grubunun demografik verileri ve elde edien diger parametreler:

Kontrol kan grubunda 63'u erkek (% 70,0), 27'sdka(% 30,0), yaortalamasi
31,4 (£5,8) olan herhangi gastrointestinglkayetleri olmayan g#ikli 90 Kkisinin
periferik kan 6rngi calisildi. Tespit edilen polimorfizm oranlari ve kontrgdubuna ait
demografik veriler tabloda 20 ve 21'de 6zetlegtmi Kontrol kan grubu 6rneklerinde
IL-1B polimorfizm analizinde -511 ve -31 bolgelerinde sk belirlenen polimorfizm
CT olarak tespit edilirkerlL-1 RN allelik polimorfizmde S/S alleli her iki hasta
grubundan oldukca diik diizeyde oldgu tespit edilmgtir.
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Tablo 20: Kontrol kan grubu 6rneklerinde IL-1 poli morfizm prevelanslarinin cinsiyet ve ya
gruplarina gore dagihmi.

Polimorfizm IL-1B-31 n(%) 11B-511 n(%) IL-1 RA n(%)
Toplam
CT CcC TT CT cCC TT7 SIS LU/S Litoplam

Cinsiyet

Erkek 43 10 10 45 10 8 2 27 3463 (% 70)

Kadin 15 5 7 16 6 5 0 720 27(%30)
Yas gruplari

20-30 24 5 6 25 6 4 1 1024 35

31-40 30 10 8 32 7 9 1 2225 48

41-50 4 0 3 4 3 0 0 25 7
Toplam 58 1 17 61 16 13 2 34 5490

Tablo 21: Kontrol kan grubu o6rneklerinde tespit edlen IL-1 polimorfizm kombinasyon
insidanslari.

Polimorfizm IL-1 RN n(%) 511 Toplam
SIS L/SL/L CT CC TT

-31
CT 0 23 35 58 0 O 58
CcC 1 6 8 2 0 13 15
TT 1 5 11 1 16 0 17
Toplam 2 34 54 61 16 13 90

-511
CT 0 24 37 - - - 61
CcC 1 5 10 - - - 16
TT 1 5 7 - - - 13
Toplam 2 34 45 - - - 90

4. Risk analiz sonuclari.

Elde edilen molekiler verilerin OR (odds ratio) meal hesaplanarak risk
analizi tablolar olsturuldu (Tablo 22 ve Tablo 23). Bakteriye ve k@aaait verilerin
ulser ve gastrit patolojilerine etkisi ve OR oranleassilastirildi (Tablo 22). Ulser ve
gastritli hastalardad.pylori'nin sikhgi, vacAgen boélgesi tayiciligl, cagAgen bdolgesi
tastyiciligl ve bakteri genotipinin risk tzerine bir etkisin@dgi, Ulserli ve gastritli
hastalardan elde edilen oranlardaki farkin ist&fistolarak anlamli  olmagh
bulunmamgtir (p >0,05). Tipl sglar gastrit ve Ulserde daha sik oranda gorulmektedi
Ulserli ve gastritli hasta gruplari arasintial g -31 polimorfizmi (CT, CC, Ty velL-1
S -31 bolgesinde C tayiciigi acisindan anlamh bir fark bulunamatm fakat T
tastyicihgl acisindan iki grup arasinda elde edilen verilesiamdaki fark istatistiki
olarak anlamli bulunmgur (p= 0,032) ve T- tayicihgin gastrit riskini 0.89 kat azalg
tespit edilmgtir (OR (% 95GA): 0,89 (0,84-0,94)). Yine Ulsevle gastritli hastalar
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arasindalL-1 g -511 polimorfizmi (CT, CCve TT) ve IL-1 g -511 bdlgesinde C
tastyicthgl, T tastyiciligl, IL-1 RN polimorfizm durumu$S, LSreLL), IL-1RN Sallel
tastyicihgl acisindan anlamli bir fark bulunamamiakat IL-1RN L allel tatyiciligi
acisindan iki grup arasinda elde edilen fark wti&iti olarak anlamli bulunmyur (p=
0,03) ve L allel tayiciligi gastrit riskini 0,30 kat azaltmaktadir (OR (% 99G

0,30(0,097-0,94)).
Kongga ait IL-1 polimorfizmi verilerinin hasta ve kontrogrubuna

kiyaslanmasi ile elde edilen risk oranlari Tablod235zetlenmgtir. Hasta ve kontrol
grubu arasindali-1 RNalleleri (SS, LS, L}, IL-1 RNL allel tastyicihgl velL-1 RN S
allel tssiyicihgl icin elde edilen oranlar arasindaki fark istatistolarak anlamli
bulunmutur (p<0,05). Ek olarakdL-1 RN L allel tastyicihigl gastrik patoloji riskini
0,168 kat azaltmaktadir (OR (% 95GA): 0,168(0,03226)) ve IL-1 RN S allel

tastyicihgl ise gastrik patoloji riskini 1,813 kat artirmattta (OR (% 95GA):
1,813(1,094-3,00)). Bununla birlikte hasta ve kohtgrubu arasinddL-1 g -511
polimorfizmi (CT, CCve TT) velL-1 g -511boélgesinde C tayicihgl, T tastyiciligy, IL-

1 p -31 polimorfizmi (CT, CCve TT) ve IL-1 g -31 bolgesinde C tayiciligl, T

tastyicihigl, acisindan anlamh bir fark bulunamanwe gastrik patoloji gejme riski

Uzerine etkili olmadiklari bulunmgtur.
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Tablo 22. Calsmaya dabhil edilen tim hasta gruplarinda gastrit velillser patolojileri icin risk analizi
ve istatistiksel sonuclar.

Ulsern (%) | Gastritn (%) | OR n (%95 GA) | Toplam
p* Hastan (%)
Cinsiyet
Erkek 10 (55,6) 57 (31,1) 2,8(1,0-7,4) 67
Kadin 8 (44,4) 126 (68,9) 0,036 134
H.pylori PCR |
Pozitif 16(88,9) 163(89,1) 0,98(0,258), | 179(89,1)
Negatif 2(11,1) 20(10,9) 0,981 22(10,9)
vacA gen bolgesi |
Pozitif 13 (81,3) 152 (92,1) 0,37®047) | 165 (91,2)
Negatif 3(18,8) 13(7,9) 0,14 16 (8,8)
cagA gen bélgesi
Pozitif 10(62,5) 97(58,8) 1,17(0,41-8,3| 107(59,1)
Negatif 6(37,5) 68(41,2) 0,773 74(40,9)
H.pylori genotip
Tipl 10(62,5) 97(58,8) 1,1 (0,41-3,37)107(59,1)
Tip2 6(37,5) 68(41,2) 0,773 74(40,9)
IL-1 4 -31 polimorfizmi
CT allel 14(77,8) 97(53,0) 111(55,2
CC allel 0 38(20,8) 0,059 38(18,9)
TT allel 4(22,2) 48(26,2) 52(25,9)
C tastyicihg
C tayan (CC, CT) | 14 (77,8) 135(73,8) 1,24(0,39-3,9[7) 49(¥4,1)
C tamayan (TT) 4(22,2) 48(26,2) 0,711 52(25,9)
T tastyiciligi
T tayan (CT, TT) 18(100) 145(79,2) 0,89(0,84-0,94) (B331)
T tamayan (CC) 0 38 (20,8) 0,032 38 (18,9)
IL-1 4 -511 polimorfizmi
CT allel 12(66,7) 95(51,9) 107(53,2
CC allel 4(22,2) 53(29,0) 0,47 57(28,4)
TT allel 2(11,1) 35(19,1) 37(18,4)
C tastyicihg
C taiyan (CC, CT) | 16(88,9) 148(80,9) 1,89(0,42-8,6[1) 4(84,6)
C tamayan (TT) 2(11,2) 35(19,1) 0,40 37(18,4)
T tastyicihg
T taayan (CT, TT)| 14(77,8) 130(71,0) 1,43(0,45-4,581144(71,6)
T tamayan (CC) 4(22,2) 53(29,0) 0,545 57(28,4)
IL-1 RN polimorfizmi
SS (2-2) 5(27,8) 19(10,4) 24(11,9)
LS (1,3,4,5-2) 5(27,8) 81(44,3) 86(42,8
LL (1,3,4,5-1,3,4,5)| 8(44,4) 83(45,4) om 91(45,3)
S tastyiciligi
S tgiyan (SS, LS) 10(55,6) 100(54,6) 1,04(0,39-2,75)10(%4,7)
S tgimayan (LL) 8(44,4) 83(45,4) 0,941 91(45,3)
L tastyicihg
L tastyan (LL, LS) 13(72,2) 164(89,6) 0,30 (0,097-0,94)77(88,19
L tasimayan (SS) 5(27,8) 19(10,4) 0,03 24(11,9)

* Pearson Chi-Square, OR: Odds ratio, n: Sayl, GA: Gliven Araligi.
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Tablo 23. Kontrol ve hasta gruplari i¢in risk analizi ve istatistiksel sonuclar.

Hasta Kontrol OR (%95 GA) Toplam
n (%) n (%) p* n (%)
IL1 RN
SS 24(11,9) 2(2,2) 26(8,9)
LS 86(42,8) 34(37,8) 0,008 120(41,2)
LL 91(45,3) 54(60,0) 145(49,8
IL1 RN
L tagimak (LL+LS) | 177(88,1) | 88(97,8) 0,168(0,039-0,725)265(91,1)
L tasimamak (SS) 24(11,9) 2(2,2) 0,007 26(8,9
IL1 RN
S tgimak (SS+LS) | 110(54,7) 36(40,0 1,813(1,094-3,00) 46(%0,2)
S tgimamak (LL) 91(45,3) 54(60,0) 0,02 145(49,8)
IL-1 31
CT 111(55,2)|] 58(64,4 169(58,1)
CC 38(18,9) 15(16,7 0,307 53(18,2)
TT 52(25,9) 17(18,9) 69(23,7
IL-1 31 C tglyicihgl
C taiyan (CC, CT) 149(74,1), 73(81,1 0,667(0,36-1,23) 22(Z6,3)
C tamayan (TT) 52(25,9) 17(18,9) 0,196 69(23,7)
IL-1 31 T taiyicihigi
T taiyan (TT, CT) 163(81,1)| 75(83,3) 0,858 (0,45-1,66) 238(81,8)
T taimayan (CC) 38(18,9) 15(16,7 0,647 53(18,2)
IL-1 511
CT 107(53,2)| 61(67,8 168(57.1)
CcC 57(28,4) 16(17,8 0,060 73(25,1)
TT 37(18,4) 13(14,4) 50(17,2
IL-1 511 C taiyiciligi
C taiyan (CC, CT) 164(81,6)] 77(85,6 0,748(0,376-1,488p41(82,8)
C tamayan (TT) 37(18,4) 13(14,4) 0,407 50(17,2)
IL-1 511 T tgiyicihg
T taiyan (TT, CT) 144(71,6)| 74(82,2) 0,546(0,29-1,02) 18¢4,9)
T taimayan (CC) 57(28,4) 16(17,8 0,054 73(25,1)

* Pearson Chi-Square, OR: Odds ratio, n: Sayi, GA: Guven Aralid!.
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5. TARTISMA

Helicobacter pyloriile enfekte kgilerin % 10-15’inde semptomatik infeksiyon
olustururken, bu olgularin % 2-4’tiinde gastroduoden&blpa seyrini deistirerek bata
adenomatdz kanserler olmak Uzeraitfemide kanseri ile sonlanmaktadfr2*+243
Bununla birlikte enfekte kilerin ¢cogu (% 80-90) bakteriyi hastgln herhangi bir
semptomu olmadanganakta ve bulgtirmaktadir. Ozellikle erken cocukluk doneminde
elde edilerH.pylori enfeksiyonu uygun etmenler valaltinda kronik donemde MALT
lenfoma ve mide kanseri riskini artirmasi nedeniliénya Sglik Orgiti tarafindan
1994 yilindaH.pylori’'yi Tip | karsinojen olarak siniflandirgtir.

GunumiuzdeH.pylori infeksiyonunun tanisinda ve prognozun izlenmesinde
bircok invazif ve non-invazif test yéntemi ggifilmistir.?** Klinik materyallerden
H.pylori'nin tespitinde histolojik incelemenin sensitivite® nispeten dgilk olusu,
kiltirde izolasyon yodnteminin de bakterinin Gremeelbklerinde kaynaklanan ve
tecrtbeli laboratuarlarda bile % 50-80 oranindadealylen sensitivite diikligi ile
sonugclarin uzun sitrede alinmasi gibi dezavantagamda altin standart olarak kabul
edilen bu yontemlerin rutin tanida kullanim alarsmirlandirmaktadir. @er taraftan
H. pylori seroprevelans camalarinda siklikla kullanilan 6zgul IgG'nin ataulmasinin
gecmi ve suan ki aktif enfeksiyonu birbirinden ayirt edemeigibi bir dezavantaji
vardir. Enfeksiyon ¢ozuilince siklikla IgG antikerlaegative donmektedir ve siglive
siiresi popiilasyonlar arasinda oldukcgigde=ndir?®* Ek olarak okul 6ncesi cocuklarda
seronegatiflik dier yontemlerle de gosterilgdigibi yaygindir?>®

Son yillarda tanisinda gucluk cekilen bircok balgedrve viral infeksiyonun
tanisinda oldgu gibi H.pylori infeksiyonlarinin tanisi ile ayni zamanda bakteraye
vacA, cagAreiceAgibi virulans genleri ve antibiyotik direncine yatan mutasyonlarin
tespitinde PCR bazli molekiler yontemlegdra ile uygulanmaya Bmistir. Gastrik
biyopsi materyali ve gastrik sivi gibi klinik mayatdeH.pylori tanisi icin bakteriye ait

¢esitli gen bolgelerini hedef alan, farkh klinik magali 6rnek olarak kullanabilen
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oldukca yuksek sensitivite ve spesivitede PCR (ateri gelistirilmis, bu yontemler
sadece tani amach gle epidemiyolojik amacgh veya virulans ile diren@merinin g
zamanli olarak tanisi amaci ile de kullangm®*>**’ Mesela Hindistanda bir canada
tukirik ve dgki érneklerinin analizinde PCR yontemi kullanigii® ve calsma PCR
bazli yorumlamalarin pahali ve DNA izolasyonlarindaynaklanan bazi dezavantajlari
oldugu gosterilmgtir.>*%*7 Bildirilen prevelanslar Japonyada cocuklarda %kéni
Avustralya’'daki Afrikall miltecilerde bu oran % 8&'e ulamaktadi®®®?*° Avustralya
laboratuar oOrneklerinde, Malezya kanghlailarinda ve Cin ve Japon okul gta
cocuklarda vyapilan agarmalarda prevelans % 15 veya daha az olarak

257.261-263 qgrqijlli gcocuk bakim merkezlerinde ise % 24-25 onda

bildirilmi stir.
prevelans tespit edilgtir.?* italya kirsal kesimlerinde (ortalamasya59), prevelans %
58 olarak bulunurken kuzelgvec'te benzer bir ¢cgmada (ortalama ya 52) anlamli
olarak % 34 gibi oldukca diik oranlarda tespit edilgtir.?®> Ulkemizin de aralarinda
bulundgu Misir, iran, Arnavutluk ve Cin'de ise prevelans % 60 veghaifazla olarak
bildirilmi stir.2%°

Yeni balayan H.pylori infeksiyonlari veya reenfeksiyonu diamasi ile ilgili
olarak sadece ¢ cgina yapiimgtir. Bagledg'de yapilan ¢cabmada yalari yenidgan

ve 2 ya arasinda d#ésen 258 cocuk deerlendirilmistir.?®®

Calsmada 6 aylik
cocuklarda ¢ok az siklhkta (IgG, IgA velveya SA& % 15’den daha az) enfeksiyon
delili bulunurken, SAT ile 2 yacivan pozitifik % 49, IgG velveya IgA ile % 60
oraninda pozitiflik bildirmglerdir. Japonya’da enfeksiyonun edinilme ve kaykslm
noktalarinin dgerlendirildigi 452 cocukta idrar testi yapilgtir.?*® Bu calsmada 12
aylik insidansin yga birilikte azaldgini, 4 yg civari % 2.6, 7 yacivart % 1,3 ve 10
yas civarl % 0,65 olarak tespit edilirken enfeksiyorkaybolma oranlarini ise 4-, 7- ve
10- ya gruplarinda sirayla % 1,3, % 2, ve 0 olarak tespitilerdir. Israil’li dispeptik
yakinmalari olan, negatifl.pylori testi olan egkinlerde yapilan bga bir ¢calsmada
yillik insidansi % 0,55 ve % 0,37 olarak bildiriltii.?®®

Ulkemizde H.pylori'nin gastroduodenal sistem kolonizasyon oranisgetkte
olan Ulkelere uymakla birlikte kolonizasyon asemnpabik gruplarda % 50’nin
lizerinde, semptomatik gruplarda ise % 75-86 gilkisgt oranlara ulgnaktadir?®®2"°
Ancak ulkemizde o6zellikle ¢ocukluk dénemine ait dgpniyolojik veriler daha c¢ok

serolojik testlerle elde edilgi sonuglara dayandirilgtir. Mesela Arslan D. ve
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arkadalarinin  ¢ocuklardaki H.pylori seroprevelansinin belirlenmesine ydnelik
yaptiklari calymada 221 pediatrik hastanin 129'unu (% 58séyopozitif olarak tespit
etmislerdir®* Yicel ve arkaddar da yine ayni yontemi kullanarak yaptiklari
aratirmada genc eykinlerde prevalansi % 24 olarak tespit etmileféirUlkemizde
yapilan cajmalarda da benzeekilde yala arts gostererek 12 yatizerinde % 50-70
arasinda rapor edilmektedi’*”> Nitekim caitli toplumlarda antikor pozitifii
sikliginin sosyoekonomik duzeyleskili olarak da farkhlik gostermekle birlikte ya
paralel olarakda arfi1 gosterilmgtir. Mesela Hindistan’da 20’li ydarda % 80 pozitiflik
tespit edilirkenitalya’da % 29, Fransa’da 10-19sygrubunda % 16 bulunngtur?"®
Yine bircok calgmadaH.pylori sikligin yasla arts gosterdgi konusunda fikir birlgi
vardir. Ertem ve arkagdiarinin tre nefes testi ile yaptiklar galiada enfeksiyon orani
3-12 ya arasinda %4 9,5; 11-12gya % 71,4 olarak bulunngtur.2”® Bu oran serolojik
olarak yapilan dier calsmalarla benzerdir. Ulkemizde molekiiler ydntemlerin
epidemiyolojik amach olarak kullanilgh buyik olgu serilerini iceren caimalara ait
sonugclar az sayidadir.

Biz, H.pylori ile gastroduodenal patoloji arasindaki muhtemelkiyi, bu
ili skide rol oynayan bakteri ve koga ait bilinen virulans genleri ve genlerdeki akeli
polimorfizmi tespit amaci ile molekiler bazl yomtieri kullandgimiz bu camada
gastrik biyopsi orneklerindeH.pylori DNA izolasyonu igin optimizasyonu oldukga iyi
olan QIAgen doku ekstraksiyon kitlerini kullanmayrcih ettik. PCR ile 6n tani igin
icin de dger primer ciftelerine gore bakteriyi daha yukselarata tespit eden daha
spesifik ve konservatif olarglmM genini hedef alan primerleri kullandik (Tablo
9)_248,250

Calismamizin ilk hedefi semptomatik siierin mide mukozasinda.pylori
kolonizasyonu sikfiini belirlemekti. Bu amacgla ggrlendirmeye alinan ve ya
ortalamasi 46 olup, ganlugunda endoskopik olarak, antral gastrit, bulbit e@gnastrit
tanisi konmsg olan, semptomatik 110 hastaya ait antrum ve/veyaus drneklerinden
89 (% 80,9)'undeglmM genini hedef dizilerinin vargini PCR ile gosterdik.Bu oran
gelismekte olan ulke verileri ile buytk olclide benzedibkstermgtir.

Diger taraftan klinik patolojinin dizeyi ile bakteriyait varsayilan virulans
genleri arasindaki gkiyi tespit amaci ile deH.pylori vacAve cagAgenleri ile \acA

genindeki polimorfizmi argirdik.
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Virulans icin en dnemli bakteriyel faktor olaralntenlanancagAgen taiyicilig
ulkeler ve hatta bdlgeler arasinda izole editepylori sulari arasinda farkh oranlar
segilemektedir. Orngn Almanya’da % 72, Hollanda'da % 67, Sri Lanka’®a 48,
ABD'de, % 81, Nijerya'da % 93 ve Kore'de % 97 oranmhda bildirilmitir.?®* Bati
izolatlarinin yarisindan fazlasindagPAltasiciligl gozlenirken zit olarak hemen hemen
tim Dagsu Asya sslarinin cagPAl genlerini taidiklar gosterilmitir.?®? Avrupa ve
Amerika’yl da kapsayan Bati populasyonlarindan ezeldilen H.pylori swlarinin
yaklasik % 60-70'indecagA geni taidiklar tespit edilmitir.?®>?%*Yine benzerekilde
Kim SY ve arkadglarinin yaptiklari bgka bir calsmada Dgu Asya ulkelerindecagA
pozitif H.pylori orani % 90’dan fazla olarak bildirghérdir.?®® Brezilya’da Ashour AAR
ve arkadglari tarafindan yapilmi bir ¢alsmanin sonunda, DU’li hastalarda cagA
pozitifligi % 88 oraninda bildirilmitir.?®® Baglede'te yapilan 90 serum orgmin
Western Blot ile analizinde 6rneklerin 48 (% 53j/&)e Tipl sylara kagl antikorlar
gosterilmitir.?®” Bindayna K ve arkagéarinin PCR ile biyopsi, klinik izolat ve fekal
orneklerdecagA gen varlgini argtirmislar ve biyopsi érneklerinin 59 (% 59)’'unda,
klinik 6érneklerin 10 (% 62)'unda ve fekal drneklerlO (% 22,7)’'unda gen vagini
tespit etmjlerdir.2®® DU'li hastalari (% 80) djer endoskopik bulgulari olan hastalarla
(% 42) kiyasladinda DU’li hastalarda anlamli oranda yiiksek tesginislerdir.
Yazarlar, PCR yonteminiyle biyopsi orneklerindesgA varligi tespit edilmesinin ve
guvenilir bir teknik oldgunu vurgularlarken dki drneklerinin kullaniimasinin guk
sensitivite gosterdine dikkati cekmglerdir.®

Ulkemizde cagA gen prevelansi % 59-78 arasinddstig bilinmektedir®*
Kantarceken ve arkaglarinin 2003 yilinda yegkin popilasyonda yaptiklari ¢cginada
hastalarin % 75,4’Unde (107/142).pylori izole etmsler ve bu 107 hastanin 66’sinda
(% 61,7)cagAgen varlgini gostermilerdir. CalsmadacagA geninin DU ve MU ile
pozitif ili skilerinin oldusunu (P<0.01, P<0.02) fakat NUD ile birskilerinin olmadgini
thildirmislerdir.2%°

Salih ve arkadgdarinin 2007 yilinda yaptiklari bka bir calsmada ise PCR ile
H. pylori sularinda cagA genini gastritli hastalarin % 57,1'inde ve peptilserli
hastalarin ise % 92,9'unda tespit eferidir **° Saribaak H ve ark. 92 biyopsi 6rgii
degerlendirdikleri ¢alymalarinda 65 drnektd.pylori kolonizasyonu tespit etgier, bu

swlarin da 51'inin (% 78)cagA pozitif oldusunu bildirmilerdir?** Bolek BK ve
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arkadalari, sadece antrum Orneklerini ggelendirdikleri calgmalarinda kolonize
swslarin; DUl hastalarda % 87, MU’li hastalarda % ,7dastritli hastalarda ise %
57'sinin cagA pozitif oldusunu bildirmilerdir>®? Aydin F ve ark.178 isecagA+
suslarin prevalansinin peptik tlserli hastalarda % K2JD’li hastalarda ise % 44
oldugunu belirtmglerdir.?®®

Yine bu oranla uyumlu olarak Erzin ve arkglda calsmalarinda % 73,6
sikhginda gen bolgesinin vagini gostermiler ve bu oranin gaunun DU ve gastrik
kanserli hastalarda olgunu belirlemglerdir.>**

Togrul Nagiyev ve arkadgarinin 2007 yilinda yaptiklari ¢cgmada 72'si (%
75,0) kadin ve 129'u (% 95,6) erkek hastalara hitaft Uzere 201 (% 87) hastanin
biyopsi 6rneklerinden en az birisindd.pylori ureC geni bulmglar ve H.pylori
prevalansinin G/MU’li hastalarda % 82,9, DU'li halstda da % 95,9 olgunu
belirlemislerdir?®®> Ayni calsmada kolonize silarin % 84,1'inin cagA'vacA™ Tip-I
suslar oldusu, bu sglarin G/MU’li ve DU'li kolonize hastalardaki prevaslarinin ise
sirasl ile % 78,6 ve % 94,3 okglw bildirilmistir.

Biz calsmamizda endoskopik muayeneleriyle gastrit olarapiteedilen Adana
ve Kahramanmasa hastalarinda mide biyopsisinden izole gattiz 89 H.pylori
izolatinin 57’si (% 64,0)cagA geni tgimakta olan Tip | genotipindecdgA’,vacA)
suslar olarak belirlerken 32'sinin (% 36,0) Tip Il getipine cagA ve vacA™) sahip
oldugu belirledik. Bu oran Tirkiye'de yapilangdir calsmalarla uyumlu bulunmgur.

H.pylori virulans faktorleri ile ilgili olarak gostermeyiedefledgimiz 2. gen
vacA geni oldu. Okaryotik hiicrelerde vakuolizasygapan sitotoksin, VacA'y
kodlayan vacA geni sinyal, $sla-b-c, s2) ve orta, m, (m1l, m2) bolgelerindienadk
lizere en az 2 disken gen bolgelerine sahipfi® Genel olaraksiml ve sim?2
swlarinin yiksek ve orta diizeyde toksin Ugttbuna kagin s2/m2sularinin ¢ok az
veya hi¢ toksin uretmegii kabul edilmektedir ve gu vacA sl sglarin cagA pozitif
oldugu ve markerlarin yakin #kili oldugu bildirilmistir. vacA s1 ve cagA pozitif
genotipler istastiki olarak anlamli dizeyde gastrikalignensi gibi ciddi klinik
sonugclarla ilskilendirilmesinden sonra bir¢ok populasyonda bulgem allelik c¢esitli gi
ile ilgili ileri analizler yapiimstir.

Avrupa populasyonunda dispeptik hastalardan izdleere HP’devacA geninin

m bolgesini RFLP ile agtiran calgmalardaslm?2genotipi % 40 olarak bulunurken
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daha toksijenik genotip olasiimlkombinasyonu % 40 oraninda bulungtur.®®’ Yine

slmz2genotipi, Kuzey Galler'de klaritromisine duyarli deencli tim sglar arasinda en

yaygin sy olarak bildirilmistir.?*®

299,300

mlcalleli Dogu Asya’da siklikla tespit edilen alt allel
tipi olarak bildirilmistir.
Avrupa populasyonundal allelinin slasubtipiyle en sik tespit edilen genotip
olarak belirlenmitir, slave slballeli Fransa vdtalya da tespit edilirkeiispanya ve
Portekiz'des1b subtipi tespit edilmtir.*°* Yine Bati popilasyonundeacAslve cagA
varhgit DU ile anlamli oranda #kili bulunmustur3®® Bununla birlikte Asya
popillasyonunda yapilan gahalarda bu ikki dogrulanmamg ve 0Onemli c@rafik
desisikliklerin var oldugu bildirilmistir.***3%* Tomasini ML ve arkadgari cagA pozitif
vacAslc-ml ve iceAl allelinin Japonya ve Kore’de predominant @du

305

belirlenmitir.”>> Qiao ve arkaddari Cin’in Xi'an bolgesindevacAslgenotipini daha

stk oldyzunu bildirirlerkenm1 ve m2tiplerinin ssit oldugunu bildirmislerdir 2%

H.pylori sularinin virulansina vacA geninin  katkisi ile ilgili yapilan
calismalarda bolgesel olarak gigen sonuclar alinngtir. Bu ¢alsmalarda, daha 6nce de
belirtildigi gibi slmlve slm2allellerine sahip sgarin daha virulan oldiu, s2mz2
suslarinin daha hafif, kendini sinirlandiran klinikotalara yol acti iddia edilmistir.>%’
Ayrica, slcsuwlarinin Asya kokenli sglarda daha ygun gortldgu ve bu bélgede daha
sik kasllasilan mide kanserleri ile gkili olabilecegi ileri striimigse de, tek banaslc
ile kanser olgumunun izah edilemeyege bu konudaki cedkili sonuclar Ureten

308,309

calismalarla gosterilngiir. sla slbve mlaallellerinin Avrupa ve Gilney Amerika

sularinda,s1c ve mlb allellerinin ise daha ¢ok 3@ Asya kokenli sglarda oldgu

ortak gorigune variimgtir, 31031

vacAsZ2alleli Avrupa, Orta ve Kuzey Amerika ve Bo
Asya popilasyonlarinda yapilan ealalarda % 30’dan daha az oranlarda tespit
edilmistir.>*? Kuveyt'te yapilan bgka bir calsmada ise mide biyopsi izolatlarindave

s2 allelleri ssit oranda bulunmgtur 3

sl alleri Kuzey Amerika’da %65-100 arasinda
bulunurken Dgu Asya ve Japonya'da % 77 oraninda bulugtom?** vacA mialleli
m2den daha sik bir oranda (>% 80) Kuzey Amerika,t€z, ispanya ve Japonya’da
tespit edilirken Cin'de m2 allelinin orta bolgesi sik belirlenen allellerdif* iranda
yapilan bgka bir ¢calgmada iseslm2kombinasyonunun peptik Glserle daha cogkili

oldugu belirlemsglerdir. Ayni calsmada gastrik biyopsi 6rnekleri PCR ile incelegsil
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alleli s2 allelinden daha sik oranda tespit edilirkebim2% 54, s1/m1 kombinasyonu %
20,2, ves2m2% 21,6 oraninda ve en az siklis2m2genotipini bulmglardir3*°

Ulkemizde Salih, B.A. ve arkaglarinin NUD’li hastalarda yaptiklari ¢atnada
vacA-sla—mlagenotipini predominant olarak bulurlarken gastrithstalardas2m?2
genotipini en sik bulmgardir®® Erzin ve arkadgari vacA sla genotipini % 83,5
oraninda bulmglar ve vacAsla-pozitif sglarin DU ve gastrik kanserle anlamli olarak
ili skili oldugunu bildirmglerdir. Bununla birlikte hicbir izolattaacAsl1c alt genotipini
tespit etmenglerdir. Bununla birlikte Erzin ve arkaglari ile Aydin ve arkadgari m1
ve m2 genotiplerini git oranda bulmglardir. Yine Aydin F ve arkadkr, antral
biyopsi Ornekelrinde izolatlarin % 88,8'imacA slolarak tiplendirmgler ve bunlarin
hepsinin subtipla olarak belirlestér ve en yaygin genotip kombinasyonusila/m1
olarak bildirmilerdir2®* 2**Bolek BK ve ark.istanbul bélgesinde yaptiklari ve DUli
ve MU'li hastalara ait biyopsi 6rneklerimiagA ve vacA yoniinden dgerlendirdikleri
calismalarinda, DU’li hastalarda kolonize olan Tip-Islsudaki en sik tespit ettikleri
vacA genotipinin drneklerin % 81’indeslml %15’inde ise s1m2 oldugunu
bildirmislerdir. Bu aratirmacilar MU’li hastalarda da % 60 isl m1kombinasyonunun
en sik kagilasilan genotip oldgunu, bunu % 40 ilslm2genotipinin izledgini tespit
etmislerdir®®? Ulkemizde yapilmy diger bir calsmada Sarihmk H ve ark., yine
Istanbul bolgesinde 73 hastaya ait biyopsi drnakileidserlendirerek, bu 6rneklerin %
89'undaH.pylori kolonizasyonu tespit etgier ve bu sglarin da % 78’inin Tip-1 sglar
oldugunu belirtmglerdir. Bu aratirmacilar Tip-1 swglar icerisinde en sik gorilevacA
allelinin sla/mlaoldugunu bildirmilerdir®* Togrul Nagiyev ve arkad#arinin 2007
yilinda yaptiklan capmada Tip-l sglarda en sik karlasilan vacA allelik
kombinasyonun 47 (% 27,8) sile sla/mlb Tip-ll swlarda ise 11 (% 36,7) sule
s1/m2oldugu goruldi. Cakmada 6zellikle, G/MU’li hastalara ait 59 (% 57,8)tsts1c
allelinin varlgl dikkate dgerdir. Ayni calsmada, H.pylori Tip-l swlari DUli
hastalarda G/MU’li hastalara gore istatistiki yondanlamlisekilde yiiksek bulunmu
ve DU'li hastalarda kolonize olan garda sla alleline, G/MU’li hastalarda isslc
alleline sahip Tip-1 sglarin prevalansi ger allelik tiplerden istatistiksel olarak anlamli
sekilde daha yiiksek bulduklarini bildirgrerdir.2%°

Bizim calsmamizdavacA s1, m2jenotipleri Kuzey ve Dgu Avrupa genotipleri

gibi en sik tespit edilen genotipler olarak tesailmistir. Adana ve Kahramanmaga
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vacA s vel/veyam gen bolgesini tayan H.pylori orani 86 (% 96,6) izolatta tespit
edilirken hedeflenervacA gen bolgesinin PCR ile 3 izolat da olmadtespit edildi
(Sekil 8, Sekil 9, Tablo 11). Cagmamizda sglarin 51'i (% 57,30) daha virulan olarak
bildirilen vacAslgen bdlgesine, 27’si (% 30,38acAs2gen bdlgesine, 2'si (% 2,24)
her iki s bolgesini de gamakta idi. 9 sgta isevacA sbdlgesi yoktu. Sglarin 31(%
34,83) ivacAmlgen bdolgesine, 48’si (% 53,9pcAm2gen bolgesine, 3'U (%3.4) her
iki m bolgesini de tamakta idi. 7 sgta ise (% 7,9VvacA mbdlgesi tespit edilmedi.
H.pylori izolatlarindavacAallellerindenvacA slmXombinasyonu (25 shen sik tespit
edilen subtip olarak belirlenirken bunu takibenagia s1m123 si), s2m2 (19 sy)
vacAallel kombinasyonu tespit edildi. En nadir tesglilen genotip kombinasyonu ise
s2mlile 6 syta tespit edildi.

Gastroduodenal patolojilerin gghninde bir dger dnemli faktor ise konak doku
polimorfizmidir. IL-1, IL-1RA ve IL-8 gibi c¢aitli sitokinlerin seviyesinin ve bunlari
kodlayan genlerdeki allelik polimorfizmlerlel.pylori virulans markerlarinin gastrik
patololojideki etkileriyle ilgili bircok cakma yapiimstir.3!’ Gastrik mukozada sekrete
edilen proinflamatuar sitokin olan IL-1 ve TNE-H.pylori infeksiyonunda inflamatuar
cevabi bglatma ve giclendirmede anahtar rol oynamaktadionttzom 2q tzerindeki
IL-1 gen kumesi UzerinddL-1B (proinflamatuar sitokin ILR'y1 kodlar), IL-1RN
(reseptor antagnisti IL-1 RA'y1 kodlar) bolgelerulonmaktadir. IL-B gastrik asitin
potent bir inhibitéradtr veH.pylori infesiyonunda gastrik alanda moduilasyondan
sorumlu oldgu disinulmektedir. IL1B gen bdlgesinde transkripsiyonun slaagic
bdlgesinde hepsi C>T baz transizyonunu sergileyelimprfik alanlar (-511, -31)
bildirilmistir. Yine baka bir polimorfizm ILRN genin 2. intronunda 86 bp’lik
pentaallellik dgisik sayilarda ardik olarak tekrar eden bdlgelerle (VNTR) ortaya
ctkmaktadir. Bahsedilen polimorfizmleri.pylori'ye inflamatuar cevabir mukozal IL-
1B dretimini anlamli derecede etkileyerek inflamasygddeti Uzerine etkilerinin
oldugunu ve gastrik llser ve malignensi ileskili olabilecekleri bildiriimektedir*®3*°
Bununla birlikte siklikla atrofik gastriti takibemolsan gastrik karsinogenezis
multifaktéryel ve cok basamakli bir sirectir. Géastmukozada HP infeksiyonuna
iImmun yanitta proinflamatuar sitokin ILB1ve antiinflamatuar sitokin IL-1RA’nIn
gastrik asit sekresyonu ve inflamasyonun diizenlsimaekilit rollere sahiptif? IL-1B-

31*C veya -511*T velL-1RN2/*2 genotipine sahip bireylerii.pylori infeksiyonuna
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cevap olarak hipoklorhidri ve gastrik atrofi g#élime risklerinin yuksek oldgu
bildirilmektedir. Bu riskin ayni zamanda daha awipflamatuar genotipe sahip olan
bireylerle kiyaslanginda gastrik kansere yol agcma olasdi 2-3 kat artirdi
bulunmutur.3*3*2Ek olarak proinflamatuar IL-1 genotipleritL{1B-31Cveya -511*T
ve IL-1RN2/*2) hem intestinal hem de diffiiz tip gastrik lsam riskini artirdgl fakat
siklikla malignensi riskinin non-kardia bélgesiytnirli oldwu bildirimektedir#?
Figueiredo C ve arkadiari IL-1B-511T allele velL-1RN2 homozygous tayicilari,
vacAsl vacAml,ve cagA pozitif sula infekte olduklarinda gastrik kanser geie
riskinin en st seviyelere cikini iddia etmglerdir®'” Ek olarak, Rad ve ark® atrofik
gastrit ve intestinal metaplazinin enyiksek prevsdallL-1B-511T ve IL-1RN2
allelerine sahip korian cagAve vacA slpozitif sula enfekte oldgunda gerceklgigin
bildirmislerdir. Benzersekilde, Sicinschi ve ar* IL-1B-31 gen polimorfizmininIL-
1B-511ile hemen hemen tam bir LD (linkage disequilibritangahip oldgu ve cagA
statuisu ilelL-1B-31 gen polimorfizminin intestinal tip gastrik kansgelisiminde iligki
oldugunu belirtmjlerdir. Fakat Machadoe ark®?, Chenve ark.3*® ve Ruzzove
ark.3*” IL-1IRN¢2 allelinin ki bu allelin daha yiiksek seviyelerde-1p sekresyonuyla
iliskili oldugu bilinmektedir, intestinal tipte gastrik kansedetms bir riskle iligkili
olduklarini vurgulamakla beraber sitokin gen poliframlerinin ve gastrik kanserin
histolojik tiplerinin her hangibir ilikilerinin olmadgini bildirmislerdir.

IL-1 gen kiime polimorfizmi ile gastrik kanser vesgiirsorleri arasinda ki gki
Beyaz, Asyali ve Latin Amerikan populasyonlari &ergruplarda birbirlerinden
bagimsiz olarak yapilan camalarla desteklentir.®43%*° Ornesin Hivana ve ark.’nin
yaptiklari calgmada IL-1RN*2 polimorfizmini gastrik mukozada yukselerecede
inflamasyon ve notrofilik aktiviteyle birlikte gast Ulser ve gastrik adeno karsinomali
hastalarda yiiksek prevelansta bujtardir 33! Machado ve arkagkri proinflamatuar
IL-1 genotipleri veH.pylori'ye ait bakteriyel virulans faktorlerininc@gA pozitif, vacA
sl ve ml pozitif) gastrik patoloji gefimi Uzerine kombine etkilerini rapor
etmislerdir 3 Bununla beraber duodenal Ulserli ve gastrik kdnbestalarda yapilan
epidemiyolojik calgmalardalL1B polimorfizminin farkli populasyonlarda cgiigini
gOstermektedir. Orrmgn Italya’da yapilan D. Palli ve arkagarinin yaptiklari
calismada gastrik kanser il 1RN and thelL1B-31 polimorfizmi arasinda gki

bulurlarken Ispanyada yapilan c¢ok merkezli bir ealada bir iliki
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bulunamamytir.®33334 Ozellikle Asya iilkelerinde yapilan ¢ahalarda IL-1 markerlari
ve gastrik kanser riski arasindagkii bulunamamytir.

Ulkemizde IL-1 gen polimorfizmi veH.pylori virulans faktorlerinin gastrik
patoloji Uzerine etkisiyle ilgilisimdiye kadar yalnizca bir agtarma ile irdelenmtir.
Kontrol grubu kullanmamalari nedeniyle givenifirliolumsuz etkilenen Erzin Y. ve
ark.’nin yaptiklari capmada®* H.pylori pozitif, dispepsisi olan hastalartla1B ve IL-
1RN polimorfizmlerinin klinik sonuclarini incelemeyiedeflemglerdir. Bu amacla
yaklasik 90 H.pylori pozitif hasta 30’arli gruplar halnide NUD, DU veKQruplarina
ayrilarak polimorfizm vecagE ve BabA2 gen durumunu incelengher ve cagg IL-
1RN-1/2 ve BabA2 genotiplerinin GU ve GK'de hkamsiz faktorler oldgunu
bildirmislerdir>** NUD hastalarindalL-1RN-1/1 polimorfizmini GK hastalarindan
anlamh oranda yuksek bulgiar ve IL-1RN-12 genotipini GK hastalikla #kili
oldugunu gostermsierdir. IL-1B-511CCve IL-1B-31TT genotipleri DU’li hastalarda
daha siklikla bulurlarkefL-1B- 511TTgenotipini istatistiki olarak anlamli olmasada
GK'li hastalarda daha sik tespit ether. Fakat NUD ve DU hasta gruplarini birlikte
GK ile mukayese ettiklerinide yalniBabA2 ve IL-1B-31 geni (CC veya CT)
polimorfizmlerinin GK'de bg&msiz marker olduklarini bildirngierdir. Ayni calgmada
1B-31TTgenotipinin malign patolojilere kgr koruyucu bir rol oynayabilege iddia
edilmistir.>**

Biz calsmamizda hasta ve kontrol grubu arasindaki RN alleleri S, LS,
LL), IL-1 RN Lallel tagtyicihgl ve IL-1 RN Sallel taiyiciligi icin elde edilen oranlar
arasindaki fark istatistiki olarak anlamli bulduk<(Q.05). Literattrdeki bulgularla
uyumlu olarak cajmamizdaL-1 RN Lallel taiyiciligl gastrik patoloji riskini 0.168 kat
azaltiken (OR (% 95GA): 0,168(0,039-0,72H)}1 RN Sallel taiyicihgl ise gastrik
patoloji riskini 1,813 kat artirgh (OR (% 95GA): 1,813(1,094-3,00)) bulungiw.
Bununla birlikte hasta ve kontrol grubu arasihidd g -511polimorfizmi (CT, CC, T}
velL-1 $ -511bolgesinde C tayicihgl, T tagiyiciligl, IL-1 S -31 polimorfizmi (CT, CC,
TT) ve IL-1 g -31 bdlgesinde C tayicihigl, T tatyiciligl, acisindan anlamh bir fark

bulunamamy ve gastrik patoloji geJme riski Gzerine etkili olmadiklari bulunrgtur.

Calismamizda ulserli ve gastritli hasta gruplari araaiihdl £ -31 polimorfizmi
(CT, CCve TT) ve IL-1 p -31 bdlgesinde C tayicihgl acgisindan anlamh bir fark
bulunamamytir fakat T taiyiciligi acisindan iki grup arasinda elde edilen veriler
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arasindaki fark istatistiki olarak anlamli bulungtur (p= 0,032) ve T tayiciligin
gastrit riskini 0.89 kat azalgh tespit edilmgtir (OR (% 95GA): 0,89 (0,84-0,94)). Yine
ulserli ve gastritli hastalar arasindal g -511 polimorfizmi (CT, CCveTT) velL-1p
-511bolgesinde C tayicihgl, T tastyiciligr, IL-1 RN polimorfizm durumu §S, LS, L),
IL-RN Sallel tsiyiciligi acisindan anlaml bir fark bulunamanfiakat IL-RN L allel
tastyicihgl acisindan iki grup arasinda elde edilen farktigtli olarak anlamli
bulunmutur (p= 0.03) ve L allel tayicihgl gastrit riskini 0.30 kat azaltmaktadir (OR

(% 95GA): 0,30(0,097-0,94)).
Sonu¢ olarak bizim calmamizda H.pylori ve konak genotiplerinin

belirlenmesinin, yuksek kisel riskli dispeptik hastalarin tanimlanmasinda ve
eradikasyon tedavisi igin hastalarin sec¢iminde aagli bir yontem olabilecg
gosterilmitir. Bununla birlikte enfeksiyonun prognozunun Helimesinde, konak,
bakteri veya her ikisine ait hangi parametrelenediktif deger tgidigl, hangi gruplarda
eradikasyon tedavisi uygulangcave eradikasyonun kost efektif olup olmayaca
tartismalidir. H.pylori ile enfekte kjilerde GK riski % 1-4 arasindadit> Bunula
birlikte GK multifaktoryel bir hastaliktir ve diyet gkanliklari gibi ¢cevresel faktorler de
onemli roller oynayabilmektedii.pylori ve genotipleri ile gastroduodenal hastaliklar
arasindaki igkiyi tespite yonelik olarak yapilan cstinalarda, farkh tGlkelerde veya bir
ulkedeki farkli bolgelerde camaya dahil edilen hastalarin genetik 0Ozellikleri,
beslenme akanliklari, ya, sigara kullanimi ve ailedeki nifus sayisi gibbeggere
bagll olarak farkli sonuclar elde edilgtir. Ancak bir genelleme olarak; bitiin dinyada
Tip-1 swlarin prognozu olumsuz yonde etkilgdivacA allellerindensla ve slbnin
soylenebilir. Bu genelleme gdnda Tip-1 ve Tip-ll sglarinin farkh hasta gruplarindaki
prevalansi, cagA genotipleri ile vacA genotiplerinin daihmi boélgesel 6zellik
gostermektedir. Bu sebeple de, 6zellikle Glkemia Bi.pylori enfeksiyonlarinin ytiksek
insidans ve prevalansa sahip diduilkelerde farkli hasta gruplarindaki allel ve
genotiplerin belirlenmesi hem genotip ve hagtalprognozu arasinda kurulacalgkii

ile prediktif bir veri sglamasi acisindan hastaya, hem de Ulkeye ve evrebbalkatki
sgilayacaktir.Eradikasyon tedavisinin daha rasyonel bir tabaneawmasi icinGK’de
anlamh olarak sik gorilen gentik polimorfizmletiespit edilerek riskli hasta ve riskli
swlarin eradikasyon tedavisine alinmasi gereklidir.
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6. SONUC ve ONEALER

Gastroduodenal yakinmalari sebebi ile gastoentemmbdikliniklerine bagvuran

ve endoskopi endikasyonu alarak tani amach gabtytipsi drnekleri alinan hastalarin

doku materyallerindeH.pylori kolonizasyonu oranlari, kolonize sardaki virulans

genleri ve allellerinin ¢agA, vacAs-2, vacAni-2) tespiti ve bir risk faktori olarak

kongza aitlL1B (-31 ve -511) vdL1RN gen polimorfizminin tespit edilerek, bakteri ve

kongza ait hedef genlerdeki polimorfizmin Klinik progreozmuhtemel etkilerinin

gosterilmesi amaclanan gahamizin sonucunda:

1

2-

H.pylori gelismekte olan Ulkelerdeki verilerle uyumlu olarak séompatik
hastalarda % 80,9 gibi yuksek oranlarda kolonizeggl,

Gastritli hastalardad.pylori pozitif sularin ¢gggunun % 64,0 oraniyla daha
virulan sylarda gbézlenercagA genini tgimakta olan Tip | genotipinde
suslar oldusu,

Gastritli hastalardaH.pylori izolatlarindavacA allellerinden vacA s1/m2
kombinasyonunun en sik tespit edilen genotip gldu

Mide biyopsi 6rneklerindéL-1B 511 ve 31 bdlgelerinde en sik tespit edilen
allelik kombinasyonun sirayla CT/CT, CC/TT ofuve bu iki polimorfik
bdlgenin birbirleriyle yiksek orandagkili oldugu, IL-1 RNallelerinden L/S
allelinin gastritli hastalarda en sik belirlenemggp oldusu,

Hasta ve kontrol grubu kiyaslagichda IL-1 RN allelerinde kisa tekrara
sahip 2*/2* (SS) allelinin hasta grubunda anlanmarma yiksek bulungu,
IL-1 RN Lallel tastyicihigl gastrik patoloji riskini 0,168 kat azafitive IL-1
RN Sallel tatyiciligl ise gastrik patoloji riskini 1,813 kat artigdl)

Hasta ve kontrol grubu arasinddal g -511,-31polimorfizmlerinin ve C ve
T tagiyicihginin gastrik patoloji gegime riski Uzerine etkili olmadiklari,
Hasta grubundaki ulserli ve gastritli hastalaribbleriyle kiyaslandiinda
IL-1 g -31 polimorfizmi T talyicihg dlserli hastalarda anlamli olarak
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yuksek bulundgu ve T taiyiciligin gastrit riskini 0,89 kat azaltirkéhb-1 5 -
511 polimorfizminin ve C, T tayiciliginin Ulser ve gastrit Uzerine etkisinin
olmadgi,

9- Yine hasta grubundaki Ulserli ve gastritli hastalabirbirleriyle
kiyaslandgindalL-1RN Lallel ts1yiciligl gastritli hastalarda anlamli oranda
yuksek oldgu ve L allel taiyicihgl gastrit riskini 0,30 kat azal#h tespit
edilmistir.

Sonu¢ olarak ¢ajmamiz H.pylori ve konak genotiplerinin belirlenmesinin,
yuksek kgisel riske sahip dispeptik hastalarin tanimlannaes~e eradikasyon tedavisi
icin hastalarin seciminde kullghibir yontem olabilecgni vurgulanmaktadir. Bununla
birlikte hangi faktorlerin argdirilacasl (konak, bakteri veya her ikisi) ve hangi gruphari
eradikasyon tedavisi uygulang&cae kost efektif olup olmayagen belirlenmesi icin iyi
planlanmg prospektif, longutidinal ve tercihen bliyuk pop@@siu ulusal dizeyde

calismalarla arstiriimasinin gerekli oldgu kanaatine varingtir.
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