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OZET

Doktora Tezi

HELICOBACTER PYLORI PATOGENEZINDE INFLAMATUAR SIiTOKINLER VE
IMMUN REAKTIF MOLEKULLERIN ROLU

Salah Najar Shayyal SHAYYAL

Cankir1 Karatekin Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Segil AKILLI SIMSEK
Es Danisman: Prof. Dr. Ali Anouk NJUM

Helicobacter pylori gram-negatif bir bakteridir. Ureaz iiretir, spiral benzeri bir
konformasyona sahiptir, mikroaerofiliktir ve flagella sayesinde hareketlidir. H. pylori
mide ortaminda hayatta kalmak ve kalici kolonizasyon saglamak i¢in mekanizmalar
gelistirmistir. Hem dogustan gelen hem de edinilmis bagisiklik yanitlarinin aktif bir
uyaricisidir. H. pylori enfeksiyonunun ayirt edici 6zelligi, ¢esitli bagisiklik hiicrelerinin
enfekte mide mukozasina infiltrasyonu ile belirgin bir inflamatuar yanittir; konakg1
bagisiklik yaniti enfeksiyonu temizleyemez ve aslinda iligkili patogeneze katkida
bulunabilir. Bu ¢alisma i¢in yaglar1 5 ile 60 arasinda degisen toplam 150 hasta (70 kadin
ve 80 erkek) taranmigtir. Hastalar 1 EKim-1 Nisan 2023 tarihleri arasinda tekrarlayan
karin agrist ve diger gastrointestinal sikayetler nedeniyle Samawa sehrindeki AL-Hussien
Egitim Hastanesi Gastroenteroloji Unitesine bagvurmustur. Antrumun kabaca iltihaplt
bolgelerinden {i¢ biyopsi alinmistir. Biyopsilerden biri Ultra Hizli Ureaz testi ve iire ve
dupA genini tespit etmek i¢in molekiiler analizler ic¢in kullanilirken, diger biyopsi
ornekleri, histolojik degerlendirme i¢in parafine gomiilii doku bloklarinin hazirlanmasi,
TNF alfa ve CD54 tespiti i¢in immiinohistokimyasal boyama testleri (IHC) i¢in %10
tamponlanmis formalize salin ile sabitlenmistir. Ayrica, endoskopiden sonra her hastadan
H. pylori igin IgG antikorlari; serum gastrin-17 ve (serum interlokin-6,10 ve interlokin-
8) tespiti i¢in kan 6rnegi alinmistir. Sonuglarimiz 150 hastadan sadece 86'sinin (%57,3)
H. pylori ile enfekte oldugunu gostermektedir. UreB ve dup A genlerinin tespiti igin
yapilan molekiiler analizler 20 biyopsi i¢in sadece 13 6rnegin ureB geni i¢in pozitif
oldugunu ve 9 6rnegin dup A geni i¢in pozitif oldugunu gostermistir. Mevcut ¢alismada,
H. pylori ile iliskili gastritteki histopatolojik degisiklikleri degerlendirmek i¢in histolojik
calisma yapilmistir. Tim H. pylori pozitif bireylerde kronik aktif gastritin yan1 sira, H.
pylori ile enfekte kisilerin gastrik hasarmin patogenezinde onemli bir rol oynadigi
diisliniilen ¢ok sayida inflamatuar infiltre lenfosit ve nétrofil gozlenmistir. H. pylori ile
iligkili gastritin derecelendirilmesi, inflamatuar aktivitenin derecesinin degerlendirilmesi
icin glincellenmis Sydney sistemi kullanilmistir. Buna gore, kronik enflamasyon, atrofik
gastrit ve yiizey epitel hasarlarina ek olarak pozitif ve negatif H. pylori enfekte hastalar
arasinda anlamli bir fark (P <0,005) tespit edilmistir. Ayrica, bu ¢alismada, H. pylori ile
enfekte hastalarda Gastrit siddetinin tespiti i¢in IL-6, 8, 10 ve TNF alfa seviyeleri ELISA



testi ile Ol¢iilmiistiir. Sonuglar, normal bireylerle karsilastirildiginda enfekte hastalarda
IL-10 disinda IL-6, 8 ve TNF alfa ekspresyonunun yiiksek oldugunu gostermistir. Biyopsi
orneklerinin immiinohistokimyasal ¢aligmasina gore, enfekte bireylerde CD54 ve TNF
alfanin asir1 ekspresyonu goézlenmistir. Enfekte ve enfekte olmayan biyopsi 6rnekleri
arasinda mide mukozasinda TNF alfa ve IL-6, 8'in yan1 sira PMNC'ler ve MNC'lerin
artmis lokal varligi ile birlikte CD54 ve TNF alfa ekspresyonunda anlamli bir fark
belirlenmistir (p=0,005).

2024, 105 sayfa
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ABSTRACT
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THE ROLE OF INFLAMMATORY CYTOKINES AND IMMUNE REACTIVE
MOLECULES IN THE PATHOGENESIS OF HELICOBACTER PYLORI

Salah Shayyal Shinjar SHINJAR

Cankir1 Karatekin University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Advisor: Prof. Dr. Se¢il AKILLI SIMSEK
Co-Advisor: Prof. Dr. Ali Anouk NJUM

Helicobacter pylori is a gram-negative bacterium. It produces urease, has a spiral-like
conformation, is microaerophilic and is motile by flagella. H. pylori has evolved
mechanisms to survive in the gastric environment and achieve permanent colonization. It
is an active stimulator of both innate and acquired immune responses. The hallmark of H.
pylori infection is an inflammatory response marked by infiltration of various immune
cells into the infected gastric mucosa; the host immune response is unable to clear the
infection and may in fact contribute to the associated pathogenesis. A total of 150 patients
(70 women and 80 men) aged between 5 and 60 years were screened for this study.
Patients were admitted to the Gastroenterology Unit of AL-Hussien Teaching Hospital in
Samawa city for recurrent abdominal pain and other gastrointestinal complaints between
October 1 and April 1, 2023. Three biopsies were taken from roughly inflamed areas of
the antrum. One of the biopsies was used for Ultra-Rapid Urease assay and molecular
analyses to detect urea and dupA gene, while the other biopsy samples were fixed with
10% buffered formalized saline for preparation of paraffin-embedded tissue blocks for
histological evaluation, immunohistochemical staining tests (IHC) for detection of TNF
alpha and CD54. In addition, blood samples were collected from each patient after
endoscopy for IgG antibodies to H. pylori, serum gastrin-17 and (serum interleukin-6,10
and interleukin-8) detection. Our results show that only 86 out of 150 patients (57.3%)
were infected with H. pylori. Molecular analysis for detection of ureB and dup A genes
showed that only 13 samples out of 20 biopsies were positive for ureB gene and 9 samples
were positive for dup A gene. In the present study, a histologic study was performed to
evaluate histopathologic changes in H. pylori-associated gastritis. In addition to chronic
active gastritis in all H. pylori-positive individuals, a large number of inflammatory
infiltrating lymphocytes and neutrophils were observed, which are thought to play an
important role in the pathogenesis of gastric damage in H. pylori-infected individuals.
The grading of H. pylori-associated gastritis used the updated Sydney system for the
assessment of the degree of inflammatory activity. Accordingly, in addition to chronic
inflammation, atrophic gastritis and surface epithelial damage, a significant difference
(P<0.005) was found between positive and negative H. pylori-infected patients.
Furthermore, in this study, IL-6, 8, 10 and TNF alpha levels were measured by ELISA



assay to determine the severity of gastritis in H. pylori-infected patients. The results
showed that the expression of IL-6, 8 and TNF alpha, but not IL-10, was higher in infected
patients compared to normal individuals. According to immunohistochemical study of
biopsy specimens, overexpression of CD54 and TNF alpha was observed in infected
individuals. There was a significant difference in the expression of CD54 and TNF alpha
in the gastric mucosa between infected and uninfected biopsy specimens, with increased
local presence of TNF alpha and IL-6, 8, as well as PMNCs and MNCs (p=0.005).

2024, 105 pages
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1. GIRIS

Helicobacter pylori insan midesinde bulunan gram-negatif, spiral bir bakteridir ve diinya
niifusunun yaklasik %50'sini enfekte eden en basarili insan patojenlerinden biridir (Dunn
et al. 1997). Warren and Marshall (1983) kronik aktif gastrit ve peptik tilseri olan
hastalarin mukozal &rneklerinden Helicobacter pylori'yi izole etmeden Once, hastalik
strese, diyet faktorlerine ve mide asidi gibi sindirim salgilarmin zararli etkilerine

baglaniyordu.

H. pylori enfeksiyonu peptik iilser, gastrik adenokarsinom, Mukoza Iliskili Lenfoid Doku
(MALT) lenfomas1 ve diger gastrointestinal olmayan hastaliklarin gelisimi i¢in dnemli
bir risk faktorii olarak tanimlanmigtir (Suerbaum and Michetti 2002, Kusters et al. 2006).
H. pylori, bagisiklik yanitindan kaginmasinda rol oynayan ve konakta kalict olmasina
yardimci olan bir dizi viriilans faktoriine sahiptir. H. pylori suslar1 geleneksel olarak
Vakumlu sitotoksin (VacA) ve Sitotoksisite ile iliskili gen patojenite adas1 (PAI) viriilans
faktorleri temelinde iki tip olarak smiflandirilmistir (Xiang et al. 1995). Tip 1 suslar
vakumlu sitotoksinin aktif bir formunu salgilar ve cagPAl'ye sahipken, tip 2 suslar
VacA'nin inaktif bir formunu salgilar ve cagPAl'ye sahip degildir (Odenbreit et al. 2000,
Bourzac and Guillemin 2005).

H. pylori'nin bu simniflandirmasi klinik sunum ile de iliskilendirilmistir. Tip 1 suslar tipik
olarak peptik iilser veya mide kanseri gibi ciddi patolojisi olan kisilerden izole edilirken,
tip 2 suslar asemptomatik gastriti olan bireylerden izole edilme egilimindedir (Telford et
al. 1997). H. pylori enfeksiyonu insanlarda giiglii bir humoral ve hiicresel bagisiklik
tepkisine neden olur, ancak organizma mide mukozasindan nadiren elimine edilir ve
enfeksiyon tedavi edilmediginde 6miir boyu devam eder (Blaser and Atherton 2004). H.
pylori insan midesinde kolonize olur ve genellikle ya mide mukozasinda hiicre dis1 bir
patojen olarak ya da mide epitel hiicrelerine sikica bagh olarak bulunur. H. pylori
tarafindan kolonizasyon, enfeksiyon bdlgesine monositleri, makrofajlari, nétrofilleri ve

diger lenfositleri toplayan bir dizi enflamatuar aract maddenin (6rn. interldkin (IL)-8, IL-



1B, IL-6, interferon (IFN)-y, tiimor nekroz faktorii (TNF)-a ve siklooksijenaz (COX-2))

salinmasina neden olur (Robinson et al. 2007).

H. pylori'ye kars1 edinilen bagisiklik yanitt hem Th1 hem de Th2 hiicrelerini igerir, sitokin
profilleri Th1l baskinligin1 gosterir ve calismalar artik bu Thl baskin yanitin islevsiz
oldugunu ve kalicilikta dnemli bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Kandulski et al.
(2008) H. pylori kaynakl1 gastritin, bakteriyel kolonizasyon derecesi ve mukozal TGF-§1
ekspresyonu ile korelasyon gosteren dogal olarak olusan FOXP3+ Treg hiicrelerinin
toplanmast ile iligkili oldugunu gdstermistir. Indiiklenen kronik bagisiklik yaniti, yapisma
yerlerinin daha iyi kullanilabilirligini saglayarak bakteriler i¢in bir kolonizasyon avantaji
saglayabilir. Bunun bir 6rnegi, H. pylori tarafindan reseptor olarak kullanilan IFN-y ve
IL-8 tarafindan indiiklenen smif II major histokompatibilite kompleksi (MHC) ve
CD54'te ortaya ¢ikan artistir (Fan et al. 1998, Beswick et al. 2005a, Beswick et al. 2005b).

Pathak et al. (2006) H. pylori enfeksiyonunun kemokin ve sitokinlerin lokal iiretimi ile
iligkili oldugunu, bunlardan IL-8'in H. pylori pozitif gastritte gastrik {ilser sinirinda asiri
eksprese oldugunu bulmustur. Monositik soydan hiicreler IL-6'nin ana kaynaklaridir ve
lamina propriadaki mononiikleer hiicre infiltrasyonu H. pylori kaynakli kronik

enfeksiyonun karakteristigidir ve makrofajlardan IL-6 salinimu saglar.

Bu organizmanin neden oldugu enfeksiyonlarin etkili tedavisi ve yonetimi i¢in dogru tani
esastir. Sonug olarak, H. pylori'nin dogrudan mide biyopsilerinden tespit edilmesi ve
duyarlilik testi i¢in kiiltiir sorunlarinin iistesinden gelmek icin c¢esitli polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) tabanli yontemler tanimlanmistir. Ger¢ek zamanli PCR ve
hibridizasyon prob testleri (Chisholm et al. 2001, Matsumura et al. 2001, Oleastro et al.
2003, Lawson et al. 2005), H. pylori kiiltiiriniin basarisiz oldugu durumlarda gelismis
tespit oranlar1 ve antibiyotik duyarlilig1 bilgisi saglamada degerlidir. Parafin kesitlerde H.
pylori'nin saptanmasi i¢in (modifiye) Giemsa, Warthin-Starry gibi ¢esitli boyama
yontemleri kullanilabilir. Bu boyama yontemlerinden herhangi biri H. pylori igin spesifik
olmamakla birlikte, her biri rutin tani i¢in yeterlidir. Parafin kesitlerde H. pylori'nin
spesifik ve hassas tespiti i¢gin immiinohistokimya veya H. pylori'nin 16S rRNA bdélgesi
ve 23S rRNA geni i¢in bir PCR kullanilabilir (Scholte et al. 1997, Chisholm et al. 2001).



Enfekte hastalarda inflamatuar sitokinler ve immiin reaktif molekiiller ile H. pylori
patogenezi arasindaki iligskiyi belirlemek igin, H. pylori enfeksiyonu oldugu teshis
edildikten sonra, Antral mukozada H. pylori enfeksiyonunun immiino-patojenezini
incelenmesi gerekmektedir. Bu sebeple; H. pylori ile enfekte hastalarda CD54 mukozal
ekspresyonunu tespit etmek ve enfekte olmayan hastalarla karsilastirmak igin
immiinohistokimyasal ¢aligmalarin yapilmasi, Thl diizenleyici sitokin alfa TNF ve Th2
sitokinini (IL-10, IL-6) tespit etmek i¢in immiinohistokimyasal ¢alismanin yani sira, Alfa
TNF ve IL-10, IL 6 monoklonal antikorlar1 ile boyanan mide mukozasina infiltre olan
inflamatuar hiicrelerin tespiti, gastrik immiin yanitin Th1 diizenleyici sitokin (alfa-TNF)
ve Th2 sitokin (IL-10, IL-6) polarizasyonunun biiyiik 6l¢iide CD54 ekspresyonuna bagli
olmasi olasiliginin incelenmesi, enfekte ve enfekte olmayan hastalarda serum Alfa TNF
ve IL-10, IL-6 sitokinlerinin seviyesini Enzimle Giiglendirilmis Hassasiyet immiino
Tahlil (EASIA) testi kullanilarak tespit edilmesi ve biyopsi orneklerinde H. pylori'nin

molekiiler analizlerle saptanmas1 amaglanmaktadir.



2. LITERATUR OZETi

2.1 Helicobacter pylori

Gastrik spiral sekilli bakteriler hayvanlarda ve insanlarda 100 yili1 agkin bir siiredir
gozlemlenmektedir. Baslangicta, memeli gastrointestinal sisteminden izole edilen birgok
spiral gram-negatif bakteri kampilobakterler olarak gruplandirilmigtir. Bu siniflandirma
benzer mikroskobik ve ultra yapisal morfolojilere, ortak mikroaerobik biiylime
gereksinimlerine ve benzer ekolojik niglere dayaniyordu. Ancak, 16S rRNA genlerinin
kismi dizilimi Helicobacter pylori'nin farkli bir cinse ait olduguna dair kanit saglamistir
(Romaniuk et al. 1987). Helicobacter cinsi, enzimatik aktivitelerin, yag asidi
profillerinin, biiyiime 6zelliklerinin ve niikleik asit hibridizasyon profillerinin, 16S rRNA
(ribozomal RNA) dizi analizinin ve son olarak 23SrRNA analizinin kapsamli analizinin
ardindan diger gram-negatif kivrimli ¢gubuklardan (6rnegin Campylobacter) resmi olarak
ayirt edilmistir, Helicobacter'ler mikroaerobiktir ve solunum metabolik yeteneklerine
sahiptir. Bu organizmalarin basarili bir sekilde yetistirilmesi i¢in 37°C'de tutulan, diisiik
oksijen (%5 ile 10) ve yiiksek karbondioksit (%5 ile 12) seviyelerine sahip nemli bir
atmosfer gerekmektedir (Dewhirst et al. 2005).

2.2 Dogal Yasam Alanlar:

H. pylori insan midesinin kardia, korpus ve antrumunda (distal kisim) kolonize olur.
Gastrik helikobakterler ayrica proksimal ince bagirsak (duodenum), mide suyu (kusmuk),
tikiiriik ve diskidaki gastrik metaplazi alanlarinda da gegici olarak bulunabilir. Gastrik
helikobakterler dncelikle midede epitele bitisik mukus jel tabakasinin iginde veya altinda
yasar ve nadiren kan dolagimini istila eder. Son veriler H. pylori'nin zaman zaman hiicre

iginde de bulunabilecegini géstermektedir (Semino-Mora et al. 2003, Oh et al. 2005).

H. pylori'nin rezervuari esasen insan midesidir ve H. pylori insanlarin gastrik
helikobakteri olarak kabul edilebilir (Megraud and Broutet 2000). Bununla birlikte, H.

pylori suslari zaman zaman hayvanlardan (kediler ve insan olmayan primatlar) da izole



edilmistir; bu hayvanlar biiyiik olasilikla insanlarla yakin yasamalar1 ya da kediler s6z
konusu oldugunda bir vivaryumda bakilirken yanliglikla H. pylori'ye maruz kalmalari

nedeniyle insanlar tarafindan enfekte edilmistir (Dubois et al. 1994, Handt et al. 1994).

H. pylori'nin bir insanin midesinden baska bir insanin midesine bulagsma yolu kesin olarak
tanimlanmamustir. Hem oral-oral hem de fekal-oral bulasma i¢in kanitlar vardir. Fekal-
oral bulagma, (i) H. pylori'nin bagirsak gecisinden sag ¢ikmasi gerektigini (Dore et al.
2000), bunun da esas olarak kisa gegis stiresi (ishal) durumunda (Parsonnet et al. 1999),
(i1) fekal hijyenin optimal olmadigini ve (iii) su kaynagiin uygun sekilde aritilmadigini
ifade eder. Bu kosullar genellikle gelismekte olan iilkelerde mevcuttur ve fekal-oral
bulagsmanin bu baglamda meydana gelmesini muhtemel kilmaktadir. Oral-agiz yoluyla
bulagsmanin mantigi, H. pylori'nin kusulan mide suyunda bulunmasina ve boylece H.
pylori'nin agiz boslugunda gegici olarak kolonize olmasina dayanmaktadir. H. pylori‘nin
dental plak ve tiikiiriikten izole edildigine dair raporlar mevcuttur (Parsonnet et al. 1999,
Goosen et al. 2002, Kignel et al. 2005). Sheu et al. (2007) ise dental hastalik varliginin
H. pylori niiksiine zemin hazirlayabilecegi sonucuna varmistir. Yapilan ¢alismalar agiz
boslugunun H. pylori igin bir nig gorevi gorebilecegini gostermistir (Gebara et al. 2004,
Anand et al. 2006). Dahasi, yakin zamanda yapilan 6 yillik prospektif bir ¢alisma, dis
hekimlerinin H. pylori ile enfekte olma riskinin kontrol grubuna goére daha yiiksek
oldugunu gostermistir (Matsuda and Morizane 2005). Bir baska olasilik da kusmuk
yoluyla bulagsmadir ¢iinkii H. pylori bu biyolojik ortamda saatlerce canli kalabilmektedir
(Parsonnet et al. 1999). Her durumda, oral-oral bulasma yolu muhtemelen fekal-oral
yoldan daha az etkilidir. Bu gergek, gelismis tilkelerde H. pylori prevalansinin daha diisiik
olmasina katkida bulunmaktadir. Bulasma en sik ¢ocukluk déneminde aile i¢i ortamlarda
goriilmekte ve vakalarin en fazla iicte ikisini olusturmaktadir; ancak vakalarin iicte

birinde ¢ocuklar enfekte olurken ebeveynleri enfekte olmamaktadir (Dominici et al.
1999).

2.3  Klinik Onem

H. pylori, peptik ilser hastaliginin ana nedeni ve mide kanseri i¢in 6nemli bir risk

faktortidiir (Suerbaum and Michetti 2002). Warren and Marshall (1983) H. pylori'nin



peptik iilser hastaligi ile iliskisini ilk kez ortaya koymuslardir. Subat 1994'te, ABD Ulusal
Saglik Enstitiileri Konsensiis Gelistirme Konferansi, H. pylori enfeksiyonunun peptik
tilser hastaliginin baslica nedeni oldugu sonucuna varmis ve H. pylori enfeksiyonu ile
iliskili oldugu dogrulanmis peptik tilser hastaligi olan tiim hastalarin anti-mikrobiyal
tedavi almasi gerektigini belirtmistir (National Institutes of Health Consensus Conference
1994). Haziran 1994'te, Diinya Saglik Orgiitii'niin Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi
Calisma Grubu, H. pylori'yi grup I veya kesin insan kanserojeni olarak tanimlamistir.
Diinya niifusunun yaklasik %50'sinin H. pylori ile enfekte oldugu tahmin edilmektedir.
Ancak, gelismekte olan ve gelismis iilkeler arasinda H. pylori enfeksiyonu prevalansi
acisindan biiytik farklar bulunmaktadir (Whary et al. 2005). Gelismekte olan tilkelerde
enfeksiyon yasamin ¢ok erken donemlerinde ortaya ¢ikmakta ve ¢ocuklarin ¢cogu 10
yasina kadar enfekte olmaktadir. Prevalans, gelismekte olan iilkelerde tiim yetiskin yas
gruplar i¢in %80 ile 90 araliginda kalmaktadir. Gelismis iilkelerde, ¢ocuklarda diisiik
enfeksiyon yiizdesinden ileri yas gruplarinda %40 ile 50 enfeksiyon oranlarina kadar
prevalansta pro- gresif bir artis gozlenmektedir. Basarili eradikasyondan sonra H. pylori
enfeksiyonunun niiksetmesi gelismis iilkelerde nadirdir, ancak gelismekte olan iilkelerde

daha siktir (Gisbert 2005).

Gelismis tlkelerdeki niiks vakalarinin gogunun niiksetmeye (ayni susla enfeksiyon) bagh
oldugu diistiniilmektedir; gelismekte olan iilkelerde ise niiks vakalarinin ¢ogunun
reinfeksiyona (yeni bir susla enfeksiyon) bagli oldugu diigiiniilmektedir (Niv and Hazazi
2008). H. pylori ile enfekte olan bireylerde enfeksiyonu takip eden 2 hafta icinde akut
gastrit (karin agrisi, bulanti ve kusma) gelisebilir. H. pylori, enfekte kisilerin ¢ogunda
farkl1 tiplerde kronik gastrit ile temsil edilen kronik bir enfeksiyon olusturur. Kronik aktif
gastritte belirgin mukozal inflamasyon genellikle antrumda goriiliir (antral baskin gastrit)
ve hiperasidite ve duodenal iilser hastaligina zemin hazirlar. H. pylori ile enfekte birgok
hastada noniilser dispepsi vardir (Moayyedi et al. 2003). H. pylori enfeksiyonu duodenal
ve gastrik tlserlerin ¢ogu ile iliskilendirilmistir (Anand and Graham 1999). H. pylori ile
iliskili multifokal atrofik pangastrit veya atrofik korpus baskin gastrit uzun siireli
enfeksiyondan kaynaklanir ve glandiiler atrofi, intestinal metaplazi ve seyrek inflamatuar
hiicreler ile karakterizedir, patofizyolojik 6zellikler hastada diisiik asidite ve artmis mide

karsinomu riski olarak kendini gosterir (Hansson et al. 1996, EI-Omar et al. 1997). H.



pylori enfeksiyonu atrofik gastrit, gastrik iilser hastaligi (Sung et al. 1995), gastrik
adenokarsinom (Parsonnet et al. 1999) ve gastrik MALT lenfoma (Farinha and Gascoyne
2005) gelisimi i¢in bagimsiz bir risk faktoriidiir. Nadir goriilen bir mide kanseri olan
gastrik MALT lenfoma, H. pylori enfeksiyonundan kaynaklanir. Gergekten de
antibiyotiklerle tedavi edilebilen tek kanserdir (Wundisch et al. 2005). Ancak, genetik
translokasyon iceren ilerlemis MALT lenfoma vakalarinin antibiyotik tedavisine yanit

vermedigi goriilmektedir (Alpen et al. 2000).

2.4 Bakteriyel Viriilans Faktorleri, Kolonizasyon ve Enfeksiyon Acisindan

Onemi

H. pylori'nin mide mukozasinda kolonize olabilmesi ve enfeksiyon olusturabilmesi i¢in
en az dort temel Ozellige sahip olmasi gerekir: iireaz, flagella, belirli bir sekil ve
adezyonlar. H. pylori mide epitelinin apikal yiizeyinde kolonize olur, ancak yapisma ve
patogenezin kesin mekanizmalart hala agiklanamamistir. Yapisan suslar mide
mukozasinda hayatta kalabilir, yiliksek yogunluklarda kolonilesebilir ve yeniden
kolonilesebilirken, yapismayan suslar kolaylikla uzaklastirilir (Hayashi et al. 1998). Bu
nedenle, H. pylori'nin varligin: siirdiirmesi ve hastaliga neden olmasi agisindan yapigsma
cok onemlidir. Uyum, kolonizasyona katkida bulunmanin yam sira sinyal iletimi, NF-
kB'nin aktivasyonu ve ardindan enfeksiyon sirasindaki inflamatuar yanitta 6nemli olan

interlokin-8'in salgilanmasiyla sonuglanir (Beswick et al. 2006a).

241 Ureaz

H. pylori'nin ana viriilans faktorii, tiim suslar tarafindan ifade edilen iireazdir. Ureaz,
yaklasik 24 kDa olan a ve yaklasik 68 kDa olan B olmak iizere iki alt birimden olusur. H.
pylori, bakterinin toplam protein iceriginin %S5 ile %10'unu temsil eden bilyiik miktarda
iireaz Uretir. Bu enzim bakterilerin hayatta kalmasi ve patogenezi i¢in gereklidir. Belki de
ireazin oynadig1 en 6nemli rol, tireyi CO2 ve NHs'e hidrolize etmektir. Bu durum,
bakterilerin midede karsilasabilecegi asidik kosullardan korunmasina yardimer olur ve

bdylece H. pylori'nin hayatta kalmasini ve gogalmasim saglar (Eaton et al. 1991). Ureaz,



H. pylori kolonizasyonu igin ¢ok 6nemlidir. Birgok hayvan galismasinda iireaz negatif

suglarin kolonilesemedigi tespit edilmistir (Karita et al. 1995).

Ureaz negatif suslarin kolonilesememesinin, baslangigta, niglerini
tamponlayamamalarindan kaynaklandig1r varsayilmistir. Ancak hipoasidik kosullar
altinda yapilan benzer ¢alismalar da ayni sonuglara yol agmis; H. pylori‘nin iireaz negatif
mutantlar1 bir hayvan modelinde kolonilesememistir. Bu gdzlemler, {ireazin enzimatik
fonksiyonunun 6tesinde bir rol oynadigmi ortaya koymustur. Ureazin biiyiik bir kismi
hiicre iginde bulunmasina ragmen, bir kismi1 da bakteriyel yiizeyde mevcuttur (Phadnis et
al. 1996). H. pylori yiizeyiyle iliskili tireaz, bakteriler i¢in bir adezin gorevi gorebilir. Bu
durum, hem gastrik epitel hiicrelerinden hem de makrofajlardan inflamatuar sitokinlerin
iretimini ve bazi hiicrelerin apoptozunu (Fan et al. 2000) indiikler (Takahashi et al.
2004). Apoptozun indiiklenmesi, sinif II MHC'ye baglanmanin bir sonucu olarak ortaya
cikabilir (Fan et al. 1998). Diger ¢alismalar ayrica iireaz [ alt {initesinin, epitelyumun
luminal tarafinda polarize bi¢imde eksprese edilen CD74'e baglandigini (Barrera et al.
2005) ve bunu yaparken gastrik epitelyal IL-8 salinimini uyardigini 6ne siirmektedir
(Beswick et al. 2005b, Beswick et al. 2006a).

2.4.2 Miisin'e baglanma

H. pylori, epitel hiicrelerini kaplayan miisin tabakasi ile aktif veya pasif bir siiregle temasa
gecger ve H. pylori, viicutta bulunan iire ve bikarbonatin en yiiksek konsantrasyonlara
(kemo-¢ekim) sahip oldugu bolgelere dogru aktif olarak hareket eder (Yoshiyama et al.
1999). Miisin ile temas, miisin ve H. pylori arasinda susa bagl bir etkilesime (adherans)
neden olur. Miisin i¢indeki sialik asite baglilik ¢cogu H. pylori susunda ortak bir 6zellik
gibi goriinmektedir. H. pylori'nin sialik asit {izerinde en az alt1 adezini vardir ve bunlardan
ic gen (hpaA, nap ve sapA) tanimlanmigtir (Wadstrom et al. 1996). Baska bir H. pylori
yapiskani, miisin i¢indeki Lewis B (LeB) antijenine spesifik olarak baglanan BabA'dir
(Van De Bovenkamp et al. 2003). H. pylori'nin insan tiikiirik miisinine yapistigi
gosterildiginden, birincil kolonizasyon agiz boslugunda bile gerceklesebilir (Prakobphol
et al. 1999).



2.4.3 Hareketlilik ve sekil

H. pylori'nin hareketliligi, miisin tabakasina niifuz etmede 6nemli bir faktordiir. H. pylori,
bakterilerin belirli bir hedefe dogru hareket etmesini saglayan, iki ile alt1 arasi1 kilifl
kamgidan olusan tek kutuplu bir demete sahiptir. Flagella esas olarak flagellinlerden FlaA
ve FlaB'den olusur. Bu flagellinleri kodlayan her iki gen de H. pylori'nin tam hareketliligi
icin gereklidir (Eaton et al. 1992). Flagellanin kiliflanmasinin onlart midedeki asidik
ortamdan koruduguna inanilmaktadir (Delany et al. 2001). Miisin tabakasi diizenli bir
polisakkarit agindan olusur. Hareketlilik kadar 6nemli bir faktér de H. pylori'nin seklidir.
H. pylori'nin kavisli s sekli, bakterilerin miisin agin1 delmesini saglar (Slomiany et al.
1992).

2.4.4 Adezinler

H. pylori, epitel hiicrelerinin yiizeyine ve bdlgelerine ve gastrik epitel hiicrelerinin bazal
membranina yapisma yetenegine sahiptir (Israel and Peek 2006). Iyi bilinen birkag adezin
BabA, SabA ve AlpAB'dir. BabA ve SabA sirasiyla fukosile edilmis ve sialile edilmis
kan grubu antijenlerine baglanir. H. pylori i¢in agik¢a ¢ok sayida adezin ve reseptor
vardir, ¢linkii ABD'deki suslarin yalnizca yarisinda saptanabilir (Hennig et al. 2004). Bir
adezin olarak BabA kullanilarak H. pylori'nin baglanmasi, konakg¢i hiicrelerden
sinyallemeyi veya bagisiklik tepkilerini indiiklemezken, SabA'min, nétrofillerin
aktivasyonu ve sialile edilmis notrofil reseptorlerine baglanarak ortaya ¢ikan oksidatif
patlama igin gerekli oldugu goriilmektedir (Unemo et al. 2005). H. pylori iireaz1 ayrica

bakteriyel bir yapistirict gorevi de gorebilir (Fan et al. 2000).

H. pylori nin, diger patojenlere benzer sekilde, mide epiteline baglanmak igin bir reseptor
olarak ¢iiriime hizlandirici faktorii (CD55) kullandigini géstermistir. Cok sayida H. pylori
adezini tanimlandigindan, bakteriyel yapismanin, konake hiicre reseptoriine bagl olarak

birden fazla sonucu olan karmasik bir mekanizma oldugu agiktir (O'Brien et al. 2006).



2.4.5 Sitotoksisite ile iliskili patojenite adasi

Kolonizasyon ve baglanmanin ardindan, belirli H. pylori suslari tarafindan ifade edilen
cesitli viriilans faktdrlerinin hastalign tesvik ettigi goriilmektedir. Ornegin H. pylori
suglar1 tarafindan CagA ve VacA genlerinin ekspresyonu hastalikla oldukega iliskilidir
(Leunk 1991). Bu CagA genini eksprese eden suslar ayni1 zamanda peptik iilserle de
iligskilendirilmistir ve bu suslarla enfekte olan hastalarda mide kanseri riski ytliksektir (Tee
et al. 1995). cagA geni, patojenite adas1 (PAI) olarak adlandirilan bir grup gen i¢in bir
isaretleyici olarak kabul edilir. CagPAI'nin, CagA'nin ve muhtemelen peptidoglikanin
epitel hiicrelerine verilmesine izin veren tip IV salg1 sistemini kodladig1 bilinmektedir
(Sekil 2.1). CagA, Src ailesi kinazlari tarafindan fosforile edilen tirozindir (Selbach et al.
2003). Fosforile edilmis CagA, bir protein tirozin fosfataz, SRC-homoloji 2 alani igeren
protein tirozin fosfataz 2 (SHP2) ile etkilesime girerek onun fosfataz aktivitesini indiikler.
SHP-2'nin aktivasyonu iizerine, Ras/Raf yoluyla MAP kinaz/MEK/ERK (hiicre dis1
sinyalle diizenlenen kinaz) 1/2 sinyallemesi gibi konak¢i hiicre sinyallesmesini
indiikleyebilir. Bu yoldaki diizensizlik, artan hiicre ¢ogalmasindan ve mide epitel
hiicrelerinin hareket etmesinden (hiicre yayilmasi) ve hiicre uzamasindan sorumludur
(Higashi et al. 2004). CagA'nin biiylime faktorii reseptor baglayici protein-2 (Grb-2) ve
fosfolipaz C gama (PLC-y) gibi diger sinyal molekiilleri ile etkilesimi, mide epitel
hiicrelerinde benzer fenotipleri indiikleyebilir (Mimuro et al. 2002). Fosforile CagA,
negatif geri besleme dongiisiinde Src kinazlarin aktivitesini inhibe eder (Selbach et al.
2003). Dolayisiyla Src kinaz aktivitesinin inhibisyonu ayni zamanda aktin baglayict
protein kortaktin de dahil olmak {izere bir dizi konakg¢t hiicre proteininin
fosforilasyonuyla sonuglanir. ERK1/2 sinyallemesine paralel olarak NF-xB de aktive
edilebilir ve proinflamatuar sitokinlerin yukar: regiilasyonu da ortaya ¢ikabilir.
Baslangigcta CagA enjeksiyonunun proinflamatuar sitokinlerin iiretiminden sorumlu
olmadigi, ancak cagPAlI'nin diger proteinlerinin énemli bir rol oynadig: diisiiniiliirken,
son zamanlarda konakc¢i mide epitel hiicresine CagA enjeksiyonunun indiikleyebildigi

gosterilmistir (Brandt et al. 2005).

Yapilan ¢aligmalar, cagA'nin mide epitel hiicrelerine transfeksiyonunun IL-8 {iretimini

indiikledigini gostermistir (Kim et al. 2006). RassMEK/ERK yolunun aktivasyonu
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CagA'nin Grb2 ile etkilesiminin ardindan gerceklesir. CagA, konaker hiicrelerdeki 6nemli
sinyal aracilart ile etkilesime girdiginden, hiicre morfolojisi, yapisma ve cirodaki
degisikliklerden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. CagA ayrica bakteriyel baglanma
bolgesine baglantisal yapisma molekiiliinii (JAM) indiikleyerek epitel bariyerinin
bozulmasina ve epitel hiicre morfolojisinde displastik degisikliklere neden olur. Bu etki
fosforilasyondan bagimsizdir (Amieva et al. 2003). H. pylori peptidoglikaninin cagPAI
tarafindan kodlanan tip IV sekresyon sistemi araciligiyla verilmesi, peptidoglikanin hiicre
i¢i patojen tanima molekiilii olan Nodl (niikleotid baglayici oligomerizasyon alani-1)
tarafindan hiicre i¢i baglanmasiyla sonuclanir ve bu ayni zamanda peptidoglikanin
indiiksiyonuna da katkida bulunabilir (Viala et al. 2004). H. pylori Tip IV sekresyon
sistemi (T4SS), bagimsiz bir CagA translokasyon mekanizmasiyla mide epitel
hiicrelerinde Rho familyast GTPazlar1 Racl ve Cdc42'yi uyarir (Churin et al. 2001).
Boylece, Racl ve Cdc42, p21 ile aktiflestirilen kinazi (PAK1) aktive eden enfeksiyon
bolgelerinde ve hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmelerinde membrana alinir (Guillemin
et al. 2002). T4SS ayrica Ras fosforilasyonu yoluyla ERK1/2 yolunu diizenleyen
epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) olan reseptor tirozin kinazi aktive edebilir
(Keates et al. 2001). Ayrica CagA, JAK-STAT sinyal yolunu baskilayarak B hiicresi
proliferasyonunu inhibe edebilir. Dolayisiyla CagA, fosforilasyondan bagimsiz bir yolda
H. pylori'ye karsi immiin yaniti azaltabilir ve p53'e bagimli apoptoz yolunu bozarak
MALT lenfoma gelisiminde rol oynayabilir (Umehara et al. 2003). CagA bir viriilans
olarak kullanilabilir ancak nétrofil kemotaksisi ile bir iligkisi yoktur (Akyon and Hascelik
1999).
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Sekil 2.1 Cag tip IV sekresyon sisteminin sematik gosterimi (Kusters et al. 2006)

2.4.6 Vakuollestirici sitotoksin

Vakuollestirici toksin veya VacA'nin, H. pylori'nin mide boslugunda kaliciligina katkida
bulunabilecek ¢esitli spesifik etkileri vardir. Epitelyal hiicre zarlarinda gozenekler
olusturarak anyonlarin ve iirenin ¢ikisina izin verir (Tummuru et al. 1995), VacA ayrica
epitelyal siki baglantilarin gevsemesine neden olur ve potansiyel olarak besinlerin H.
pylori'nin mide liimen bosluguna mukozal bariyeri geg¢mesini saglar (Sekil 2.2)
(Yamazaki et al. 2003). Son zamanlarda yapilan in vitro ¢alismalar, VacA'nin spesifik
immiin baskilama yoluyla H. pylori'nin kalicihgina yardimci olabilecegini
diisiindiirmektedir. VacA, makrofajlarda fagozom olgunlagmasini bloke eder (Zheng and
Jones 2003), VacA ayrica mitokondriyal membran potansiyelini bozabilir ve hiicresel
ATP konsantrasyonlarimi etkileyebilir, bu da hiicre dongiisiiniin ilerlemesini bozabilir ve
apoptoza yol agabilir (Cover et al. 2003). VacA'nin patogeneze katkida bulunmasinin bir
diger onemli yolu, antijenlerin B hiicreleri tarafindan islenmesini ve bunlarin CD4+ T
hiicrelerine sunulmasini (Molinari et al. 1998) ve ayn1 zamanda T hiicresi aktivasyonunu,
proliferasyonunu inhibe etmesi ve Thl etkilerini asagi regiile etmesidir (Gebert et al.
2003). VacA, T hiicreleriyle karigtiritldiginda NFAT" (Boncristiano et al. 2003, Gebert et
al. 2003, Sundrud et al. 2004), IL-2 iiretimini ve T hiicresi proliferasyonu i¢in gerekli
olan IL-2 reseptorlerinin yiizey ekspresyonunu baskilar (Cover and Blanke 2005). T
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hiicresi aktivasyonunun g¢oklu sinyal yollart da H. pylori'nin bagisiklik tepkilerinden
ka¢mak icin kullanabilecegi mekanizmalardan biri olan VacA maruziyetinden etkilenir.
Mide epitel hiicrelerinde VacA, p38 ve ERK-1/2 MAP kinazlarii aktive ederek bu
hiicreler tarafindan immiin yanitlarin indiiklenmesine katkida bulunur (Nakayama et al.

2004).

Sekil 2.2 VacA proteini hiicresel siirecleri (Kusters et al. 2006)

Sekil 2.2°ye gore, (1) Yiizeye bagli VacA dogrudan hiicre zarina iletilebilir. Salgilanan
VacA, (2) bir hiicre zar1 reseptoriine baglanabilir ve bir proinflamatuar yanit baslatabilir,
(3) dogrudan hiicre tarafindan almabilir ve mitokondriye tasinarak apoptozu
indiikleyebilir, (4) pinositoz tarafindan alinabilir ve vakuolizasyonu indiikleyebilir. (5)
besinlerin hiicre dis1 bosluga sizmasiyla sonuglanan bir membran kanali olusturur veya
(6) sik1 baglantilardan gecerek T hiicresi aktivasyonunu ve ¢ogalmasini engeller (Kusters

et al. 2006).

2.4.7 Diger viriilans H. pylori faktorleri

H. pylori'nin hastalikla iliskili bir diger 6nemli viriilans faktord, dis inflamatuar protein

A'dir (OipA). OipA, H. pylori genomunun bir pargasi olarak tanimlanan 32 dis zar
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proteini ailesinin bir parcasidir. Bu proteinin mide epitelyal hiicre hatlarindan pro-
inflamatuar yanitlar1 indiikledigi one siiriilmiistiir. H. pylori klinik izolatlar1 ile yapilan
bir ¢alismada, OipA'y1 eksprese eden ancak cagPAI proteinlerini eksprese etmeyen
izolatlar, gastrik epitelyal hiicre hatlarindan, ikisini de eksprese etmeyen suslarin
seviyesinin 3 kat1 seviyesinde IL-8 iiretimini indiiklemistir (Yamaoka et al. 2000). H.
pylori tarafindan ifade edilen diger bazi hastalik olusturma faktorleri arasinda notrofil
aktive edici protein (NAP) ve 1s1 soku proteini 60 (Hsp60) yer alir (Bai et al. 2003).
NAP'm, H. pylori enfeksiyonu sirasinda hem monositler hem de nétrofiller igin kemo-
¢ekici oldugu gosterilmistir (Satin et al. 2000). Hsp60'in, Toll benzeri reseptorlerin
(TLR'ler) aracilik ettigi goriinen makrofajlar ve mide epitel hiicreleri tarafindan
proinflamatuar sitokinleri indiikledigi gosterilmistir (Gobert et al. 2004). H. pylori
tarafindan ifade edilen lipopolisakkarit, diger gram negatif bakterilerle
karsilastirildiginda ¢ok zayif bir immiinojendir ancak bazi proinflamatuar sitokinleri

indiikledigi gosterilmistir (Bliss et al. 1998).

2.5 H. pylori'ye Karsi Inflamatuar Yanit ve Hastahk Riskini Etkileyen Konakei
Genetik Faktorleri

Mevcut arastirmalar, CagA ve VacA genleri gibi ¢esitli bakteriyel viriilans faktorlerinin
yani sira bireysel konagin genetik yatkinhiginin H. pylori ile iligkili hastaliklarin
ilerlemesini etkiledigini ileri siirmektedir (Figueiredo et al. 2002). Diinya Saglik Orgiitii
yakin zamanda H. pylori'yi kronik enfeksiyonun bir sonucu olarak mide karsinomu
gelistirme risk faktorii nedeniyle sinif I kanserojen olarak siniflandirmigtir (Suerbaum and
Michetti 2002, Atherton 2006). Insan sitokin genlerindeki polimorfizmler, H. pylori ile
temastan sonra hiicrelerin sitokin iretim diizeyini etkiler. IL-1p (interlokin-1-beta)
genindeki ve IL-1 reseptor-antagonist genindeki (IR-1RN) spesifik polimorfizmler, H.
pylori ile enfekte olmus bireylerde gastrik mukozal IL-1f seviyelerinin artmasina yol agar
(Liou et al. 2007). IL-1B 6nemli bir proinflamatuar sitokindir ve mide asidi salgisinin
gliclii bir inhibitoriidiir. Polimorfizmler ayrica gastrik atrofi, hipoklorhidri, bagirsak
metaplazisi ve mide kanseri (Atherton 2006) riskini ve IL-10, tiimdr nekroz faktorii (TNF
—alfa) ve IL-10 dahil olmak iizere inflamatuar yanitin biiylikliglinii diizenleyen diger

genleri de artirir (EI-Omar et al. 2003).
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2.6 H. pylori Enfeksiyonuna Karsi Insanlarin Bagisikhk TepKkisi

H. pylori enfeksiyonu her zaman konak¢inin enfeksiyona neden olan susa karsi gii¢lii bir
bagisiklik tepkisi ile sonuglanir. H. pylori enfeksiyonuyla iliskili patolojilerin ¢ogu,
dogrudan bakteriyel aktiviteden ziyade konagin bagisiklik sisteminin aktivitelerinden
kaynaklanir. H. pylori'nin iltihaplanmay1 azalttigi ve proinflamatuar bir bagisiklik
tepkisinin hem kigkirtilmasinda hem de siirdiiriilmesinde rol oynayan ¢ok ¢esitli viriilans

faktorleri araciligiyla konagin bagisiklik tepkisini kontrol ettigi diisiiniilmektedir.

2.6.1 Akut enfeksiyon

Insanlarda akut H. pylori enfeksiyonuna iliskin birka¢ rapor bulunmaktadir ve bunlar
enfeksiyondan sonraki ilk birkag giin i¢inde H. pylori‘ye karsi olusan bagisiklik tepkileri
hakkinda fikir vermektedir. B lenfositleri antijen sunan hiicreler tarafindan aktive
edildiginde, H. pylori'ye kars1 humoral bir immiin yanit baslatilir (Lundgren et al. 2005)
[lk olarak IgM antikorlar1 iiretilir, bunu IgA ve IgG antikorlar1 takip eder (Nurgalieva et
al. 2005). CD4 T ve CD 19 B hiicre antikorlarina yonelik yanit, sitotoksik T-lenfositleri
(CTL) ile CD8 yanitindan ziyade H. pylori enfeksiyonuna verilen baslica yanittir (Goll et
al. 2005). H. pylori'de major humoral immiin yanitlara neden olan antijenlerden bazilar
iireaz, flagella, dis membran proteinleri, CagA ve VacA'dir. Bu antijenlerden bazilari
diger bakterilerle ¢apraz reaksiyona girebilir ve bu nedenle tan1 amacl olarak gegersiz
olabilir. Ayrica, H. pylori'nin CagA ve VacA gibi ¢esitli viriilans faktorleri muhtemelen

birincil kolonizasyon ve enfeksiyonda spesifik roller oynamaktadir (Marshall 2002).

Yakin zamanda, 20 goniillii insan deneysel olarak 104 ile 1010 CFU H. pylori susu ile
enfekte edilmistir. Semptomlar en sik enfeksiyondan sonraki ikinci haftada ortaya ¢ikmis
ve dispepsi (deneklerin >%50'sinde), bas agrisi, anoreksi, karin agrisi, gegirme ve agiz
kokusunu igermistir. Enfeksiyondan 2 hafta sonra yapilan mide biyopsilerinde lenfosit ve
monosit infiltrasyonunun yani sira mide antrumunda IL-18, IL-8 ve I1L-6 ekspresyonunda
belirgin artis goriilmiistiir (Graham et al. 2004). Enfeksiyondan dort hafta sonra, gastrik
CD4+ ve CD8&+ T hiicrelerinin sayilar1 enfeksiyon oncesi seviyelere kiyasla artmistir, bu

da erken adaptif immiin yanitin gelistigini gostermektedir (Nurgalieva et al. 2005). Bu
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vakalar, gastrik inflamasyonun H. pylori enfeksiyonundan sonra kisa bir siire i¢inde
gelistigine ve midenin H. pylori tarafindan ilk kolonizasyonunun siklikla {ist
gastrointestinal semptomlarla sonuglandigina dair kanitlar sunmaktadir. Mide epitel
hiicreleri tarafindan salgilanan sitokinler ve kemokinler graniilositlerin, monositlerin ve
lenfositlerin iltihapli mukozaya gog¢iinii uyarir ve yiiksek yogunlukta infiltrasyon yapan
hiicrelerin daha siddetli iltihap patolojisi ile iliskili oldugu bilinmektedir (Ernst and Gold
2000). Hem H. pylori'ye karsi dogustan gelen immiin yanitlar hem de erken adaptif
immiin yanitlar, akut enfeksiyona eslik eden gastrik mukozal enflamatuar yanitlar1 ve

semptomlari agiklayabilir (Sekil 2.3) (Algood and Cover 2006).

CagA ve'pephdoglikan
translokasyon \

H. pylori'nin i /
fagositozu RN
H. pylori'nin

itozu

Sekil 2.3 H. pylori'nin dogustan gelen immiin taninmasi (Algood and Cover 2006)

2.6.2 Kronik enfeksiyon

H. pylori ile enfekte olan insanlardan alinan gastrik mukozal biyopsiler, enfekte olmayan
insanlardan alman biyopsilerle karsilastirildiginda  ¢esitli  16kosit  tiirlerinin
konsantrasyonunun arttigini ortaya koymaktadir. H. pylori‘ye karsi olugan bu inflamatuar
yanit, "kronik yiizeysel gastrit" olarak adlandirilmigtir (Dixon et al. 1996). Lenfositler
(hem T hiicreleri hem de B hiicreleri), makrofajlar, nétrofiller, mast hiicreleri ve dendritik

hiicreler (DC'ler) genellikle mevcuttur (Dixon et al. 1996, Bergman et al. 2004). CD4+ T
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hiicreleri tipik olarak CD8+ T hiicrelerinden daha fazladir (Quiding-Jarbrink et al. 2001,
Lundgren et al. 2005). Ayrica, FOXP3"i eksprese eden CD4+/CD25hi diizenleyici T
hiicreleri, H. pylori ile enfekte kisilerin mide mukozasinda, enfekte olmayan kisilere gore
daha yiiksek sayilarda mevcuttur ve bunlarin, inflamatuar yanitin diizenlenmesinde

onemli bir rol oynadigi tahmin edilmektedir (Lundgren et al. 2003, Lundgren et al. 2005).

Lundgren et al. (2003), enfekte bireylerdeki hafiza hiicrelerinin, saglikli bireylerin hafiza
hiicrelerine kiyasla ¢ok daha az ¢ogaldigini 6ne siirmiistiir. Bu, enfekte olmus bireylerde
hafiza T hiicresi proliferasyonunun azaltilmis duyarliliginin H. pylori'ye 6zgii hiicrelerle
siirli oldugu anlamina gelir. Bu bulgu, diizenleyici CD4+CD25 yiiksek T hiicrelerinin
(Treg hiicreleri) bellek T hiicrelerinin ¢ogalmasini bastirdigi varsayimina yol agmaistir.
Treg hiicreleri, yabanci antijenlere kars1 bagisiklik tepkisini kontrol etmek ve otoimmiin
tepkileri 6nlemek i¢in hayati 6neme sahiptir. Bu nedenle, T hiicrelerinin H. pylori antijeni
ile tekrar tekrar uyarilmasinin, hafiza hiicrelerinin tepkisini aktif olarak baskilayan Treg
hiicrelerinin aktivasyonuna yol acabilecegi ileri siiriilmektedir. Bu nedenle, ¢alismalar,
uzun siireli enfeksiyon durumunda, konagin kendi bagisikliginin, H. pylori'ye 6zgii Treg
hiicrelerini  aktive ettigini, bunun da patogenezi tesvik eden hafiza hiicresi
proliferasyonunu baskiladigin1 géstermistir. B hiicreleri ve CD4+ hiicreleri de dahil
olmak iizere gesitli hiicre tipleri bazen lenfoid folikiiller halinde organize olur (Terres and
Pajares 1998). H. pylori'ye 6zgii CD4+ T hiicreleri, H. pylori ile enfekte olmus kisilerin
mide mukozasinda tespit edilebilir, ancak enfekte olmamis kisilerin mide mukozasinda
saptanamaz (D'Elios et al. 1997a, Lundgren et al. 2005). Bir ¢calisma, H. pylori ile enfekte
kisilerin midelerinden izole edilen CD4+ T hiicresi klonlariin yaklasik %15'inin H.
pylori'ye spesifik oldugunu, diger T hiicresi klonlarmin ise H. pylori lizatindaki

antijenlere yanit olarak ¢ogalmadigini bildirmistir (D'Elios et al. 1997b).

Suarez et al. (2006) tarafindan yapilan bir arastirma, diizenleyici T hiicresi fenotipine
sahip CD4+ T hiicreleri ile inhibitdr B7 ile ilgili molekiillerin ekspresyonunun, efektor
CD4+ T hiicrelerinin fonksiyonunu smirlamada rol oynayabilecegini tespit etmistir. H.
pylori ile enfekte hastalardan alinan bazi T hiicresi klonlari, paryetal hiicre H+,K+-
ATPase iizerindeki epitoplari tanir (Amedei et al. 2003) ve H+,K+-ATPaz'in gastrik T

hiicreleri tarafindan taninmasinin katkida bulunabilecegi ileri siiriilmiistiir (D'Elios et al.
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2004). H. pylori'ye verilen kronik gastrik mukozal inflamatuar yanit muhtemelen hiicresel
immiin yanitin ve dogustan gelen immiin yanitin devam eden uyarilmasinin birlesik

etkilerini yansitmaktadir (Sekil 2.4).

Bagirsaklarin aksine mide Peyer plaklarin1 veya M hiicrelerini icermez (Neutra et al.
1996). Bu nedenle H. pylori'ye kars1 bagisiklik tepkisinin olustugu yer hakkinda bazi
belirsizlikler vardir. Gastrik epitel hiicreleri, H. pylori enfeksiyonu sirasinda MHC sinif
IT ve ortak uyarict molekiillerin ekspresyonunu yukar1 dogru diizenler (Archimandritis et
al. 2000) ve potansiyel olarak bu hiicrelerin antijen sunumunda bir rolii vardir. Mide
mukozasimin lamina propriasindaki monositler, makrofajlar ve dendritik hiicreler de
antijen sunumunda 6nemli roller oynayabilir (Suzuki et al. 2002, Kranzer et al. 2004).
Diger bir ¢alisma H. pylori'nin baska bir reseptor olan sialil'i indiikledigini gostermistir
(Mahdavi et al. 2002). Epitelyal hiicre doniisiimiinii hesaba katan mekanizmalardan biri,
hiicre 6liimiiniin artmasidir. Apoptozun normal epitelyal hiicre dongiisiiniin kontroliinde
onemli oldugu, H. pylori enfeksiyonu sirasinda ise mide epitelinde arttig1 belirtilmektedir
(Moss et al. 1996). Apoptoz indiiksiyon hizi, ekzojen sitokinler ve biiyiime faktorleri
tarafindan diizenlenebilir; IFN-y, H. pylori‘'nin gastrik epitelyal hiicrelerin apoptozunu

indiikleme yetenegini dogrudan arttirabilir (Fan et al. 1998).

Gama interferon (IFN-y), tiimor nekroz faktort (TNF), IL-18, 1L-6, I1L-7, I1L-8, 1L-10 ve
IL-18 dahil olmak iizere ¢ok sayida sitokinin seviyeleri artar. H. pylori ile enfekte olmus
insanlarin mideleri, enfekte olmamis insanlarla karsilastirildiginda (Lindholm et al.
1998), IL-4, H. pylori ile enfekte kisilerin cogunun mide mukozasinda tespit edilmemistir
(Lindholm et al. 1998, Quiding-Jarbrink et al. 2001). Th1'i tanimlayan sitokin IFN-y, H.
pylori ile enfekte olmus kisilerden alinan gastrik T hiicrelerinin, enfekte olmayan
kisilerden alinan gastrik T hiicrelerine gore daha yiiksek oranda eksprese edilir (Lindholm
et al. 1998, Sommer et al. 1998). Bir ¢alismada, H. pylori'ye 6zgii mide T hiicresi
klonlarinin %83'i, H. pylori antijenleri ile uyarilma {izerine IFN-y iiretmis ancak IL-4
tiretmemistir; buna karsilik IL-4 tireten klonlarin %17'si (D'Elios et al. 1997a, Bamford
et al. 1998). H. pylori enfeksiyonu ortaminda IFN-y iireten T hiicrelerinin goreceli

bolluguna ve IL-4 iireten gastrik T hiicrelerinin goreceli azligina dayanarak, H. pylori
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enfeksiyonunun Th1 polarize bir tepkiye yol a¢tig1 sonucuna varilmistir (Sommer et al.

1998).

Sekil 2.4 H. pylori enfeksiyonu sirasinda CD4+ T hiicrelerinin diizenlenmesi (Suarez et
al. 2006)

2.6.3 Humoral tepki

H. pylori ile enfekte olan hemen hemen herkes, serumda, mide aspiratlarinda veya mide
ekstraktlarinda bulunan spesifik antikorlar gelistirir. H. pylori ile enfekte olmus insanlarin
neredeyse tamaminda H. pylori'ye karsi humoral bir bagisiklik tepkisi ortaya ¢ikar (Perez-
Perez et al. 1988). H. pylori ile enfekte insan goniilliileri tizerinde yapilan bir ¢alismada,
H. pylori‘'ye 6zgii serum IgM antikorlar1 enfeksiyondan 4 hafta sonra mevcut oldugunu
belirlemistir (Nurgalieva et al. 2005). Kronik H. pylori enfeksiyonu olan kisilerde serum
IgA ve IgG antikorlar bir¢ok farkli H. pylori antijenine yoneliktir (Perez-Perez et al.
1988, Mattsson et al. 1998). H. pylori‘ye 6zgii IgA veya IgM antikorlari iireten antikor
salgilayan hiicreler, H. pylori ile enfekte olmus kisilerin mide mukozasinda tespit
edilebilir (Mattsson et al. 1998) ve H. pylori'ye yonelik salgilayict IgA antikorlari, mide
suyunda tespit edilebilir. H. pylori enfeksiyonunun midede lokal salgisal bir IgA tepkisi
ortaya ¢ikardigini bilinmektedir (Hayashi et al. 1998, Mattsson et al. 1998). Buna gore,

H. pylori ile enfekte hastalarda membran proteinleri (MP), flagellinler, iireaz,
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Lipopolisakkarit (LPS) ve H. pylori adhesin A'ya (HpaA) yonelik yiiksek IgG ve IgA
antikor titreleri rapor edilmistir (Mattsson et al. 1998).

2.7 Atrofik Gastritte Biyobelirte¢ Olarak Gastrin-17

H. pylori enfeksiyonu ve plazma gastrin konsantrasyonlari arasindaki iliskiye dair ilk
calisma Levi et al. (1989) tarafindan belirtilmistir. H. pylori pozitif DU hastalarinda hem
bazal ve uyarilmis asit sekresyonunun hem de bazal ve yemekle uyarilmig plazma gastrin
diizeylerinin H. pylori negatif DU hastalarina kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugunu
bildirmisler ve bunu 'gastrin baglantisi' olarak adlandirmislardir. Elde ettikleri veriler, H.
pylori enfeksiyonunun hipergastrinemiye neden oldugunu ve bunu DU hastalarinda asit
salgisinda bir artisin izledigini agik¢a gostermistir. Antral hormon gastrin (gastrin-17)
gastrik asit salgisin1 ve gastrik mukozanin biiyiimesini diizenler (Rozengurt and Walsh
2001). Progastrinin hiicresel post-translasyonel olgunlagsma siirecinin bir sonucu olarak,
antrumdaki G hiicreleri dolagima farkli asit uyarici gastrinlerin ve diger 6ncii pargalarin
bir karigimini salar (Sawada and Dickinson 1997). Bu karisim gastrin-71, -52, -34, -17, -
14 ve -6'dan olusur. Saglikli insanlarin serum/plazmasindaki baskin gastrin formlari
amidli gastrin 34 ve 17'dir (Rehfeld 1998); bunlardan ikincisi olan G-17, saglikli antral
mukozada baskin ve giiclii doku formudur ve neredeyse yalnizca antrum G hiicreleri
tarafindan tiretilir. G-17"nin antrum mukozasindaki G-hiicrelerinden salgilanmasi, diyetle
alinan protein uyarist gibi ¢esitli faktorler tarafindan uyarilmanin bir sonucudur.
Midedeki yiiksek asit orani G-17 salgilanmasini engellemeye baslar (Sipponen et al.
1990). Normal bir midede, protein uyarimi veya asit eksikligi S/P-G-17 seviyesinde artisa
neden olur. Antrumun ilerlemis veya siddetli atrofik gastritinde, serum/plazmadaki aglik
(bazal) G-17 seviyesi diisiiktiir ve stimiilasyonla baglantili olarak herhangi bir artig
meydana gelmez. G-17 konsantrasyonundaki diisiisiin biiyiikliigli ve uyarana verdigi
yanit atrofinin derecesine baglidir: atrofi ne kadar siddetli olursa konsantrasyon o kadar
diisik olur ve G-17 seviyelerindeki artis o kadar zayif olur. H. pylori ile kronik
enfeksiyonun mide kanseri gelisiminde onemli bir risk faktorii oldugu artik kabul
edilmektedir. Kronik H. pylori kaynakli enflamasyon, mide bezlerinin tahrip olmasi ve
fibrozis ve bagirsak tipi epitel ile yer degistirmesi ile normal mide mukozal mimarisinin

kaybina yol agabilir. Bu atrofik gastrit ve intestinal metaplazi siireci, H. pylori kolonize
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popiilasyonun yaklasik yarisinda, 6ncelikle inflamasyonun en siddetli oldugu kisilerde ve
bolgelerde ortaya g¢ikar (Kuipers et al. 1995). H. pylori'nin atrofi ve metaplazi dizisi
yoluyla mide kanseri gelisme riskini artirdigina dair kanitlar, H. pylori pozitif deneklerde
bu durumlarin enfekte olmayan kontrollere gore daha sik gelistiginin gosterildigi ¢esitli
calismalardan kaynaklanmaktadir (Kuipers 1998). Yakin zamanda Zhang et al. (2007) 60
yasin lizerindeki kisilerde serum gastrin-17 seviyesinin artma egiliminde oldugunu tespit
etmiglerdir. Prekanser6z mide lezyonlar1 olan kisilerde, mide hastaliginin ilerlemesiyle

birlikte 6nemli dl¢iide artabilir ve sonugta mide kanserinde azalabilir.

Inflamatuar aktivite derecesinin degerlendirilmesi i¢in, Gastritin siiflandirilmasi igin
Sydney Sistemi, topografik, morfolojik ve etiyolojik bilgilerin tekrarlanabilir ve klinik
olarak yararli tanilar olugturmaya yardime1 olacak bir semada birlestirilmesinin 6nemini
vurgulamistir. Gilincellenen kronik gastrit siniflandirmasinda topografi, morfoloji ve
etiyoloji temel alinmistir (Dixon et al. 1996). Gastrit, atrofinin varligi veya yoklugu ve
topografik dagilimina gore iki ana kategoriye ayrilir, H. pylori gibi bazi etkenler birden
fazla gastrit tipinde rol oynayabilir, ayrica bireysel bir hasta, muhtemelen birden fazla
etiyolojik ajana maruz kalmanin bir sonucu olarak, birden fazla gastrit tipinin
histopatolojik kanitlarina sahip olabilir. Bu durumun yaygin bir 6rnegi, aym1 hastada
nonsteroid antienflamatuar ilaglarin kronik alimina bagl gastrit (kimyasal gastrit) ve H.

pylori ile iligkili kronik aktif gastritin ayn1 anda bulunmasidir (Quinn et al. 1993).

2.7.1 Morfolojik degiskenlerin derecelendirilmesi

Giincellenmis Sidney Sistemine gore (Dixon et al. 1996), histopatolojik gézlemler iyi
tanimlanmis topografik modellere doniistiirilmiistiir veya karsilastirma amaciyla,
standartlastirilmis  tekrarlanabilir  bir 0Olcek kullanilarak ilgili her 6zelligin
derecelendirilmesi gerekir. Morfolojik degiskenlerin derecelendirilmesi, H. pylori gastriti

ve onunla iligkili formlarin (natrofik ve atrofik gastrit) karsilastirilmasinda 6nemlidir.

i) H. pylori yogunlugu: H. pylori yogunlugundaki farkliliklar hastalik iligkileri {izerinde
etkili olabilir ve epidemiyolojik 6neme sahip olabilir (Davies et al. 1994).
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i) Polimorfoniikleer notrofil aktivitesi: H. pylori'nin varliginin veya yoklugunun ¢ok
hassas bir gostergesidir ve enfeksiyonun iyilesmesinden birka¢ giin sonra kaybolur.
Devam eden akut inflamasyonun bir Slgiisiidiir; Notrofilden tiiretilen reaktif oksijen
tirlerinin ve proteazlarin olasi rolii goz 6niine alindiginda (Davies et al. 1994), nétrofil
aktivitesinin doku hasartyla baglantili olmasi muhtemeldir. Nétrofillerin yoklugunda
kronik inflamasyon ayni zamanda sitotoksik T-lenfositlerin ve diger hiicre efektorlerinin
doku hasarinda rol oynayabilmesi ve bazi gastrit modellerinde glandiiler yikimda

calisabilmesi anlaminda aktiftir.

1ii) Kronik iltihap: Normal mide mukozasi, lamina propriada yalnizca ayri ayri1 dagilmis
kronik inflamatuar hiicreleri (mononiikleer hiicreler) i¢erir. Dolayisiyla herhangi bir artis
kronik gastritin gostergesidir. H. pylori enfeksiyonunda hiicresel infiltrasyon, CD4+ ve
CD8+ T-lenfositleri, B-lenfositleri, plazma hiicreleri, monositler, mast hiicreleri ve
eozinofiller dahil olmak iizere bagisiklik tepkisinin efektorlerini igerir. Mide mukozasinin
lamina propriasinda her zaman birka¢ mononiikleer 16kosit bulunur (2 ila 5 lenfosit).
Kronik inflamatuar hiicrelerin, H. pylori'nin yok edilmesinden sonra kaybolmasinin
yavas oldugu ve normal seviyelere diismesinin bir yil veya daha fazla siirebilecegi

gosterilmistir (Solcia et al. 1994).

Iv) Glandiiler Atrofi: Mide mukozasinin atrofisi, glandiiler doku kayb1 olarak tanimlanir.
Genellikle bagirsak metaplazisi ile iligkili olan antral mukozadaki yaygin atrofi aym
zamanda artan malignite riskini de tasir (Sipponen et al. 1994). Bagirsak metaplazisi

yoklugunda atrofi bulunabilir.

V) Bagirsak Metaplazisi: Bagirsak metaplazisi tiim nedenlere bagli kronik gastritte sik
goriiliir ve hastaligin siiresi arttikca prevalansi artar. Bagirsak metaplazisi genellikle
maligniteye yatkinlik yaratan bir durum olarak kabul edilir. Tam (tip I) metaplazinin en
diisiik mide kanseri riskini tagidigina inanilirken, kalin bagirsak o6zelliklerine sahip
metaplazi formlar1 (tip III metaplazi veya eksik formlar) karsinoma ile yakindan

baglantilidir (Rokkas et al. 1991).
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vi) Yiizey Epitel Hiicreleri Hasar1: H. pylori kronik gastrit vakalarinda carpici 6zellikler
olabilir ve sitotoksin {iretim tipi ve peptik iilser riski ile iligkili olabilir (Hui et al. 1992);
ancak nétrofilik polimorfoniikleer inflamasyon genellikle epitelyal hasara eslik eder ve

aktivite ile paraleldir (Fiocca et al. 1994).

2.8 Helicobacter pylori Enfeksiyonunun Tanisi

H. pylori enfeksiyonunun tespiti i¢in cesitli tanisal testler mevcuttur; hepsinin hem
avantajlar1 hem de dezavantajlar1 vardir. Mevcut testler genellikle histoloji, hizli {ireaz
testi, kiiltiir ve PCR i¢in mide 6rneklerine dayanan invaziv testler ve antikorlarin,
bakteriyel antijenlerin veya tireaz aktivitesinin tespiti i¢in kan, nefes 6rnekleri, diski, idrar
veya tlkiiriikk gibi periferik Orneklere dayanan noninvaziv testler olarak ikiye ayrilir.
Arastirma protokollerinde genellikle iki yontemin bir kombinasyonu uygulanir;
endoskopik biyopsi temelli yontemlerin (hizli {ireaz testi, histolojik inceleme, kiiltiir ve
PCR gibi) bir kombinasyonu genellikle en giivenilir tanty1 verir. Kiiltiir ve H. pylori tireaz
tespitine dayali testler aktif enfeksiyonu tespit etmek i¢in uygunken, diger tiim testler-
ozellikle seroloji testleri - artik aktif olmayan enfeksiyonlarin da tespit edilmesini saglar
ve biiyiik epidemiyolojik c¢aligmalar igin en uygun olanidir (Hirschl and Makristathis
2007).

2.8.1 1Invaziv olmayan testler

i) Ure Nefes Testi (UBT): H. pylori enfeksiyonunun teshisi i¢gin UBT kullaniminin ilk
tanimi 1987 yilma dayanmaktadir ve bu ayn1 zamanda invaziv olmayan H. pylori
teshisinin altin standardini olusturmustur (Graham et al. 1987). UBT &zellikle H. pylori
tespiti i¢in gelistirilmistir. Bu testin prensibi, gastrik ortamda mevcutsa H. pylori'nin oral
olarak emilen 13C veya 14C isaretli iireyi parcalama yetenegine dayanir. 13CO; veya
14CO: kana yayilir ve akciger yoluyla atilir ve bdylece solunan havada olgiilebilir.
UBT'nin duyarliligi ve 6zgilligii cogu calismada %90'1 agsmaktadir (Gisbert and Pajares
2004). Ozellikle tedavi sonrast miikemmel duyarlilik, H. pylori'nin orta derecede
kolonizasyonu veya yamal1 dagilimi durumlarinda bile UBT'nin biyopsi temelli testlere

gore pozitif sonug¢ verme olasiliginin daha yiiksek olmasiyla aciklanabilir. Diger iireaz
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olusturan patojenlerin neden oldugu yanlis pozitif sonuglar nadirdir. Serolojinin aksine,
H. pylori ve iireaz baskilayici tedaviler (proton pompasi inhibitorleri ve antibiyotikler)
yanlis negatif sonuglar {iretebilir. UBT'nin kullanimi pediatrik hastalarda da 1yi
belgelenmistir (Koletzko 2005). 13C-UBT degerini gastrik lezyonlarin siddeti, bakteri
yiikii ve eradikasyon tedavisine yanitin ongoriiciisii olarak inceleyen arastirmacilar da

vardir (Maconi et al. 1999).

i) Diski Antijen Testi: Diskida H. pylori antijenlerinin basarili bir sekilde tespit
edildigine dair ilk ¢alisma 1997 yilinda yapilmistir. Kozak et al. (1997), H. pylori
antijenini yakalamak i¢in mikrokuyucuklara kaplanmis poliklonal anti-H. pylori
antikorlar1 ve immiin kompleksi tespit etmek icin peroksidaz konjuge poliklonal
antikorlar kullanarak diski iizerinde gerceklestirilen bir enzime bagl Immiinosorbent testi
(ELISA) rapor etmistir. Bu test H. pylori gaita antijen testi (HpSA) olarak
adlandirilmigtir. Yetiskin 100 dispeptik hastadan elde edilen diskilar iizerinde yapilan
degerlendirmede %88,8 duyarlilik ve %94,5 6zgiilliik gostermistir (Makristathis et al.
1998). Bes yiiz hastanin dahil edildigi ¢alismada, UBT igin %95,3 ve %97,7 olan
duyarlilik ve 6zgiilliik sirasiyla %94,1 ve %91,8 olarak bulunmustur (Vaira et al. 1999).

Gergekten de UBT, aktif bir enfeksiyonun giivenilir bir sekilde tespit edilmesi gibi gaita
antijen testine karsi bir dizi avantaj gostermektedir. UBT'nin ayrica test reaktiflerinin ve
toplanan numunelerin stabilitesi ve raf 6mrii agisindan gaita antijen testinden agik¢a daha
tistiin oldugu gosterilmistir. Digki 6rnekleri oda sicakliginda 24 saat veya 4°C'de 72 saat
saklanabilir. Sogutma olmadan 2-3 giin i¢inde duyarlilikta 6nemli bir azalma meydana
gelir (Malfertheiner et al. 2007). Tiirkiye'de Adiloglu et al. (2007), Premier Platin HpSA
ile H. pylori ile iligkili gastritin siddeti arasindaki kantitatif korelasyonu arastirmistir.
Kesme seviyesinin ayarlanmasindan sonra, testin duyarliligt %92 ve 6zgiilligi %100
olarak bulunmustur. HpSA'daki yiiksek degerler ile korpus H. pylori yiikiiniin yiiksek
skorlar1 arasinda ve ayrica antrum ve korpus inflamasyonunun siddeti arasinda anlaml

(p<0,05) bir korelasyon bulunmustur.

iii) Seroloji: Serolojik testler igin tam hiicrelerden, sonikasyona tabi tutulmus hiicre

ekstraktlarindan ve iyonik olmayan deterjan ekstraktlarindan yiiksek oranda saflagtirilmis
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bireysel antijenlere ve rekombinant antijenlere kadar cesitli antijen preparasyonlari
kullanilmistir. Immiinoblot analizleri, H. pylori'ye kars1 bagisiklik tepkisinin oldukca
karmasik oldugunu ve yiiksek molekiilerden diisiik molekiiler aralifa kadar ¢ok sayida
antijeni icerdigini gostermistir. Bunlar arasinda CagA, iireazin ¢esitli alt birimleri, 1s1 ok
proteinleri, katalaz ve LPS gibi bir dizi ylizey veya salg1 antijeni bulunur. Genel olarak
cesitli suglarin karmagik antijen karigimlarini igeren testler en yiiksek duyarlilig1 gosterir.
Cok sayida ve degisken test formati kullanilmis olup, en sik uygulanani enzim
immiinolojik testleridir (EIA). Ticari testlerin ¢ogu IgG tespitine dayanmaktadir. IgA
siifi antikorlar i¢in ek testler tartismalidir ve en iyi ihtimalle duyarlilikta yalnizca hafif
bir artig saglar ve ¢ogu ticari EIA'nin duyarliligi ve 6zgiilliigi %60 ile 100 arasinda degisir
(Herbrink and Van Doorn 2000). Aktif H. pylori enfeksiyonunun tespitinde kullanilan
karsilastirmali yontemlerin kalitesi, cografi bolge, enfeksiyon prevalansi ve hasta se¢imi,
seroloji testlerinin degerlendirilmesinde kritik faktorlerdir. Bu nedenle, bir testin yerel
olarak dogrulanmasi biiyiik 6nem tasimaktadir. Hem UBT hem de monoklonal diski
antijen testi, akut enfeksiyonun tanisi ve terapétik takip acisindan serolojiden iistiin
olmasina ragmen, serolojinin tercih edilen yontem oldugu bir¢cok endikasyon vardir.
Ozellikle kanamali iilseri olan, gastrik atrofisi olan, mukoza iliskili lenfoid doku
lenfomas1 olan ve yakin zamanda antibiyotik veya proton pompasi inhibitorii (PPI)
kullanan hastalarda dikkate alinmalidir (Malfertheiner et al. 2007). Ozellikle son iki
durumda, patojenin potansiyel baskilanmasi diger testlerde hatali negatif sonuglara neden
olabilir. Basarili bir yok etme tedavisinden sonra bile antikorlarin uzun siireli kaliciligi,
belirli bir tehlikeyi temsil eder (Hirschl and Rotter 1996); bu nedenle basarili bir sekilde
tedavi edilen hastalar bazen tedaviden yalnizca birkac hafta sonra goriilen pozitif titre

nedeniyle yanlislikla tekrarlanan tedaviye tabi tutulabilir.

Idrarda H. pylori Antikorlarinin Tespiti: Spesifik H. pylori IgG antikorlar: idrarda diisiik
konsantrasyonlarda tespit edilir. Bunlarin tespit edilmesini saglayan bir ELISA ve bir
"hizli immiinoenzimatik test" gelistirilmistir (Leodolter et al. 2003). Havuzlanmis
duyarhilik ve 6zgiilliik sirasiyla %92,3 ve %89,7 olarak bildirilmistir. Dogruluk pH'a veya
bakteriiiri varligina bagli olmamakla birlikte, biiyiik miktarda total IgG'den etkilenebilir.
Idrar 6rnekleri protein ¢okelmesine yol agacagi icin dondurulamaz. Test taze numuneler

tizerinde yapilmali veya bir koruyucu eklenmelidir.
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Tiikiirtikte H. pylori Antikorlarinin Tespiti: Tiikiiriik antikorlar1 enfeksiydz ajanlara karst
immiin yanit sirasinda salgilanir (Patel et al. 1994). Tikiirikte H. pylori'ye 6zgii IgG'yi
tespit etmek icin ticari bir kit gelistirilmistir. Tiikiiriik, hastanin bir tiipe tiikiirmesi yoluyla
toplanabilir, ancak IgG ile zenginlestirilmis diseti transudati elde etmek i¢in tasarlanmis
0zel bir cihaz kullanilarak daha iyi sonuglar elde edilir, ancak bu test de yetersiz

hassasiyetten muzdariptir (Malaty et al. 2000).

2.8.2 linvazif testler

i) Kiltir: Kiiltiir, H. pylori'nin saptanmasi i¢in en spesifik yontem olmaya devam
ederken, duyarliligi 6nemli dalgalanmalar gostermektedir (Ndip et al. 2003). Sonuglar
biiylik ol¢lide numunelerin kalitesine, uygun tasima kosullarina ve sonuglarin islenmesi
ve yorumlanmasinda gosterilen 6zene baghdir. Yavas iireme ve kiiltiir kosullarina iligkin
Ozel gereksinimler nedeniyle, H. pylori {iremesi kesinlikle 6zel bir zorluk ve

mikrobiyoloji laboratuvarinin kalitesinin bir testini temsil eder.

i) Histopatoloji: Warren and Marshall (1983)’1n aktif kronik gastriti olan hastalarda
spiral gekilli bakterilerin varligini tanimlamasi, H. pylori'nin kiiltiire alinmasi i¢in tesvik
edici olmustur. Bu nedenle, histoloji H. pylori'nin saptanmasi i¢in 6nemlidir. Warren, H.
pylori'nin goriintiilenmesi igin Warthin- Starrysilver boyasini kullanmistir. Modifiye
Giemsa, hematoksilen eozin, Genta, toluidin mavisi, Romanouski ve immiinokimyasal
yontemler gibi bir dizi baska boyayla da tespit miimkiindiir. Klasik histolojinin yani sira,

imprint sitolojinin boyanmasi da H. pylori'nin saptanmasi i¢in uygundur.

Kiinye sitolojisi numuneleri gece boyunca formalin fiksasyonu gerektirmez ve gastrik
biyopsi numunelerinin hizli bir sekilde incelenmesini saglar. Biyopsi drnekleri forseps ile
alindiktan sonra, bir cam lam {izerindeki dokuya bir igne ile bastirarak veya dokuyu lam
tizerine siirterek baskilar yapilir. Biyopsinin hemen ardindan, baskilar hizli bir Giemsa
veya Gram susu ile boyanarak sitoloji 6rnekleri hazirlanabilir ve H. pylori veya H.
heilmannii organizmalari dogrudan goriintiilenebilir. Bu organizmanin saptanmasi igin
imprint sitolojisi histolojiden daha hassas olabilir (Debongnie et al. 1994). H. pylori

enfeksiyonunun endoskopik 6zelliklerinin spesifik olmadig: diisiiniilse de yeni konfokal
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lazer endomikroskopi yontemi, devam eden endoskopi sirasinda canli dokunun yiizey
mikroskobu ile goriintiilenmesine ve H. pylori'nin gézlemlenmesine olanak saglamistir

(Kiesslich et al. 2005).

Histopatolojinin en biiyiik avantaji, akut veya kronik inflamasyon, lenfoid agregatlar,
intestinal metaplazi ve glandiiler atrofi varligi gibi bir hastanin gastritinin dogasi
hakkinda kalic1 bir kayit saglamasidir (Dixon et al. 1996). Histolojinin giivenilirligi de
esasen toplanan oOrneklerin sayisina ve lokalizasyonuna baghidir. Bu, atrofisi olan
hastalarda 6zel bir Sneme sahiptir. Ilging test yontemlerinden biri, H. pylori tespitine ek
olarak histolojik preparatlarda klaritromisin direncinin tespitine izin veren floresan in situ
hibridizasyondur (Trebesius et al. 2000, Russmann et al. 2001). Bu yontemde 16S ve 23S
ribozomal RNA genlerini hedefleyen bir dizi floresan etiketli oligoniikleotid probu
kullanilmaktadir. Analiz siiresi sadece yaklasik 3 saat olan bu yontem, H. pylori ve
klaritromisin direncinin saptanmasi i¢in en hizli yontemlerden biridir. in situ
hibridizasyon ve immiinokimyasal yontemler ayrica viriilans faktdrlerinin ve 6zellikle de
mide mukozasindaki ¢esitli suslarin tam lokalizasyonunun tespit edilmesine olanak saglar

(Camorlinga-Ponce et al. 2004, Morris et al. 2005).

Iii) Hizli Greaz testi: H. pylori biiyilk miktarlarda hiicre dis1 iireaz iiretir ve bu, mide
biyopsisi dokusunun iire i¢eren bir ortama verilmesini takip eden saatler icinde tespit
edilebilir. Ureaz, iirenin karbondioksit ve amonyaga hidrolizini katalize eder. Amonyak
tiretiminin net etkisi yerel pH'" arttirmaktir. Biyopsi numuneleri bir agar jeline veya pH
gostergesi iceren bir kagit seridine yerlestirilir. Antral biyopsi drneginde yeterli sayida
organizma mevcutsa; H. pylori iireazinin iireyi par¢alamasi ve amonyak iiretmesi sonucu
renk degisimi meydana gelir. Ticari hizli lireaz testleri, agar jeli bazli testleri (6rn.,
CLOtest (Kimberly-Clark, Neenah, Wisconsin) ve kagit serit testlerini (Puetz et al. 1997,
Yousfi et al. 1997) igerir.

Iv) Molekiiler tani: H. pylori enfeksiyonunun tespitine yonelik molekiiler yontemlerin
tanimi1 ve kullanimi son yillarda 6nemli 6l¢iide artmistir. Polimeraz zincir reaksiyonu, H.
pylori'nin tespiti i¢in olduk¢a hassas ve spesifik bir teknik olarak biiyiik 6neme sahiptir.
Gastrik biyopsi 6rneklerinde H. pylori'nin saptanmasina yonelik PCR teknikleri, bir dizi
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laboratuvar tarafindan tanimlanmis olmasina ragmen, bu tekniklerin dogrulugu biiyiik
Olgiide degismektedir (Ashton-Key et al. 1996). Test dogrulugunu etkileyen faktorler
arasinda primerlerin ve hedef DNA'nin se¢imi, numune hazirlama, bakteri yogunlugu ve
PCR prosediiriiyle ilgili teknik konular yer alir. H. pylori alaninda PCR uygulamasi,
yalnizca bakterinin tespitini degil, ayn1 zamanda patogenezle (cagA) ilgili spesifik
genlerin ve antimikrobiyal direngle iligkili spesifik mutasyonlarin miktarinin
belirlenmesini ve tespitini de igerir. PCR'ye bir alternatif FISH tespitidir. Bu,
dondurulmus biyopsilerde rutin uygulama i¢in hizli ve giivenilir bir yontemdir (Agudo et
al. 2011, Vega et al. 2007). H. pylori ortak geni ve cagA'ya spesifik bir oligoniikleotid
icin biyotillenmis problarla in situ hibridizasyon kullanilarak, apikal epitel ylizeyinin
mukoza jelinde cagA-negatif bakterileri tanimlamak miimkiin olurken, cagA-pozitif
bakteriler epitelyal hiicreleri veya hiicreler arasi bosluklari kolonize eder (Camorlinga-
Ponce et al. 2004). PCR'nin farkli formatlart halen 6nerilmektedir. Gill et al. (2007),
izotermal digoksigenin (DIG) etiketli termofilik helikaz bagimli izotermal DNA
amplifikasyon prosesi ile ureC bazli bir PCR kullanmistir. Spesifik bir biyotinlenmis
DNA probu ile amplikonlarin tespit edilmesine ve kiiltiire kiyasla miikemmel hassasiyete

olanak saglar.

Molekiiler teshisteki ilk adim, asag1 yonde bir DNA amplifikasyonuna izin verecek yeterli
kalitede bir DNA matrisinin elde edilmesinden olusur, dolayisiyla DNA ekstraksiyonu bu
prosediirlerde 6nemli bir adimdir. Farkli ticari kitler vardir ancak biyopsilerden otomatik
DNA ekstraksiyonu gergeklestirilebilir. Niikleik asit ekstraksiyonu i¢in robotun se¢imi

cok genistir ve tiim 6lceklere ve is akislarina uyarlanabilir.

e Biyopsi ornekleri

i) H. pylori'nin tespiti i¢gin PCR: Kullanilan ilk hedefler lireaz operonunun, ureA (Clayton
etal. 1991) ve daha 6nce ureC olarak adlandirilan glmM (De Reuse et al. 1997) veya 16S
rRNA genidir (Ho et al. 1991). Yuvalanmig PCR'nin kullanimi, inflamatuar degisiklikler
sergileyen biyopsi Orneklerinde basariyla gergeklestirilmistir. Amplikon tespitinin
hassasiyetini arttirmak i¢in amplikonlarin boyutlarina gore elektroforez ile standart tespiti

yerine prob hibridizasyon yontemi kullanilabilir (El-Zaatari et al. 1995). S1vi1 fazda yeni
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yontemlerden, DNA-enzim immiinoanaliz (Monteiro et al. 1997) ve ters nokta leke
cizgisi prob analizi (LiPA) (Van Doorn et al. 1998) onerilmistir. Ayrica bu yaklasim
kesinlikle PCR'nin 6zgiilliiglinii arttirmaktadir. Ters transkripsiyon-PCR'nin (RT-PCR)
kullanim1 birgok yazar tarafindan rapor edilmistir (El-Zaatari et al. 1995, Oksanen et al.
1999). MRNA'ya dayali oldugu g6z oOniine alindiginda, mevcut bakterilerin
yasayabilirligini belirler, ancak duyarlilikta herhangi bir gelisme gosterilmemistir.
Gergek zamanli PCR protokollerinin kullanilmaya baglanmasiyla hassasiyette 6nemli bir
iyilesme meydana gelmistir. PCR'nin bir avantaj, DNA'nin kati tasima kosullari
gerektirmemesi ve posta yoluyla gonderilen {ireaz testleri ilizerinde gerceklestirilmis

olmasidir (Linpisarn et al. 2005).

if) H. pylori'nin patojenik faktorlerinin tespiti icin PCR: H. pylori‘'nin spesifik patojenik
faktorlerinin saptanmasidir. Cag PAI'nin ana geni cagA'dir; Cag PAI'nin varligin
gosteren ilk belirtectir (Labigne 1994). H. pylori ayrica peptik iilser hastaligi (Figura et
al. 1989) ve mide adenokarsinomu (Miehlke et al. 2000) gibi daha ciddi hastaliklarla
iligkilendirilen bir VacA da {iretir. Bu sitotoksini kodlayan gen, terminal(ler) ve ortanca
(m) bolgelerde bir mozaiklik sergiler. Uretilen toksinin ¢esitli miktarlarina karsilik gelen
cesitli aleller vardir: slm1 en yiiksek iiretime karsilik gelir, ardindan sIm2 gelir, s2m?2
aleli olan suslar ise herhangi bir toksin iiretmez (Atherton et al. 1995). Genotipi
tanimlamak i¢in bir PCR oOnerilmistir (Atherton et al. 1997). H. pylori'yi ve onun ana
hastalik olusturma faktorlerini tespit etmek i¢in bir test tasarlanmistir: INNO-LiPA
(Innogenetics, Ghent, Belgika). Bu test, vacA s bolgesi, vacA m bolgesi ve cagA i¢in
birden fazla spesifik prob iceren bir seritten olusur. Karsilik gelen H. pylori genlerinden
bazilari, biyotin etiketli bir PCR primeri ile amplifiye edilir ve ardindan serit iizerinde tek
adiml1 ters hibridizasyonla analiz edilir (Van Doorn et al. 1998). Diger teknik gelismeler
arasinda vacA ve cagA genotipleri i¢in multipleks PCR (Chattopadhyay et al. 2004) ve
SYBR yesil I boyasi kullanilarak gergek zamanli PCR erime egrisi analizi (Ruzsovics et

al. 2001) yer almaktadr.

Iii) Sabit biyopsi Orneklerinde PCR: Formaldehitle sabitlenmis parafine gomiilmiis
malzeme iizerinde PCR gergeklestirmek c¢ok tercih edilen bir olasiliktir ¢linkii (i)

depolanan malzemenin incelenmesine olanak saglar ve (ii) taze biyopsiler i¢in bakim
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sorunu olmaz. H. pylori'nin tiim formlarini basariyla tanimlamak i¢in PCR bazli bir
yontem, parafine gomiilmiis arsiv mide biyopsi orneklerinden H. pylori DNA'sinin
¢ogaltilmasi i¢in kullamilmistir (Scholte et al. 2001, Agarwal and Dixon 2003). H.
pylori'min Nested PCR ile tespiti parafine gomiilmiis materyal iizerinde basariyla

gerceklestirilmistir (Zsikla et al. 2006).

Iv) Kantifikasyon i¢in PCR: H. pylori miktarinin belirlenmesi igin ilk olarak rekabetgi bir
PCR kullanilmis, ardindan gergek zamanli bir PCR'nin gelistirilmesiyle siire¢ énemli
Olciide kolaylastirilmistir. Gergek zamanli PCR ilk olarak 2002 yilinda mide biyopsi
orneklerinde H. pylori DNA'sii 6l¢mek i¢in kullanilmigtir. He et al. (2002), LightCycler
aparatt ve FRET teknolojisi lizerinde rekabetci olmayan bir PCR gergeklestirmistir.
Saptama limiti 103 hedef kopya (ureC) ve 103 ile 109 CFU/ml arasinda dogrusal bir
degisim vardir. Ayn1 yontem Lascols et al. (2003) tarafindan da kullanilmigtir. Ayrica
300 CFU/mL'den 3 x 108 CFU/mL’ye kadar dogrusal bir korelasyon bulunmustur. Yari
kantitatif olarak kullanilan diger invaziv testlerle (histoloji, kiiltiir) korelasyon 1iyi
sonuglar verir. Teknigin duyarliligi ve 6zgiilliigi sirastyla %97 ve %94,6°dir. Biyopsi
orneklerinin parafin kesitlerinde bir diger teknolojik ara¢ olan TagMan kullanilmis ve

UBT degerleriyle iyi bir korelasyon tespit edlmistir (Kobayashi et al. 2002).

e Diger Ornekler

a) Mide Suyu: Esas olarak ureA genlerini hedef alan PCR, mide suyu aspiratlarina iyi bir
duyarhilik ve 6zgiilliikkle uygulanmistir (Matsukura et al. 1995).

b) Kan 6rnekleri: H. pylori'nin tespiti i¢in kan 6rnekleri tizerinde PCR yapilmamaktadir.
llging bir sekilde, Dore et al. (2003) az sayida enfekte hasta ve kontrolden alinan serum
orneklerini cinse 6zgii primerlerle (yani C97-C98) ve vacA geninin korunmus bdlgesinde
tasarlanan primerlerle test etmistir; H. pylori pozitif hastalarin %65'i Helicobacter cinsi
primerlerle pozitif ¢ikmis ve bunlarin %75'1 vacA sekanslarinin amplifikasyonuyla
sonuglanmistir. Ug 6rnegin 16S rRNA gen amplikonlarmin klonlanmasi ve dizilenmesi
H. pylori ile %99 6zdeslik gostermistir. Bu bulgu, H. pylori DNA'sinin periferik kanda

dolasabilecegini gostermektedir.
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¢) Diger bolgelerden alinan numuneler: Sindirim sistemi boyunca gesitli bolgelerde H.
pylori'yi tespit etmek i¢in PCR kullanilmistir. Bakteri, apandisit hastalarindan alinan 46
apandis 6rneginin 2'sinde (%4) (Pavlidis et al. 2002), kronik rinosiniizit hastalarindan
alinan 12 6rnegin 4'iinde (%33) (Ozdek et al. 2003) ve muhtemelen refliiyii takiben 30
tonsil ve adenoid doku 6rneginin 7'sinde (%30) (Cirak et al. 2003) tespit edilmistir.
Karaciger 6rneklerinde PCR, HCV pozitif hastalarda tek basina hepatite kiyasla daha
ciddi hastaliklarla (siroz, hepatoseliiler karsinom) iligkili goériinen H. pylori benzeri

organizmalar i¢in de pozitif sonuglar vermistir (Rocha et al. 2005).

H. pylori'nin molekiiler tespiti, invazif olmayan prosediirlerle elde edilen bir dizi
materyalde (diski ve tiikiiriik) de miimkiindiir (Kabir 2004). Inflamatuar bagirsak
hastalig1 olan hastalarin bagirsak mukozasindan enterohepatik helikobakterleri tespit
etme girisimleri, muhtemelen bir patojenden ziyade bir seyirci olarak H. pylori'nin tespit
edilmesine de olanak saglamistir. Son sonuglar, H. pylori'nin bagirsagi gecerek digki ile
atildigini ancak canli olmayan bir organizma oldugunu géstermistir (Oliveira et al. 2004,
Zhang et al. 2006). Lottspeich et al. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada, H. pylori‘'nin
tespiti ve es zamanl klaritromisin duyarlilik testi i¢in ClariRes testini
degerlendirmislerdir. Bu yeni biprob ger¢ek zamanli PCR %100 6zgiilliikk gosterirken,
enfekte ¢ocuklarda duyarlilik %63 olmustur.

2.9 H. pylori Enfeksiyonunda Giincel Tedaviler

2.9.1 Bizmut dortlii tedavisi

Bizmut dortlii tedavisi (BQT), su anda yiiksek (>%20) CAM direnci insidansi olan alanlar
icin tercih edilen bir birinci basamak tedavi secenegini temsil etmektedir, ancak ayni
zamanda CAM bazl bir rejimin daha once basarisiz oldugu durumlarda da degerli bir
ikinci basamak tedavi segenegi olarak ele alinmaktadir. CAM direnci varliginda>%90'in
ortadan kaldirilmasini saglayan CAM'dan bagimsiz olarak calisir, oysa yliksek MNZ
dozunun (1500-1600 mg/giin) ve uzun siireli (10-14 giin) tedavi siiresinin uygulanmasi,
MNZ direnci lizerindeki etkinin en aza indirilmesine olanak tanir. Bu ilaca kars1 direncin

yiiksek oldugu bolgelerde bile >%85'lik bir yok etme orani saglamaktadir (Papastergiou
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et al. 2014). Yapilan bir ¢calismada, BQT ile ITT yok etme oran1 yalnizca %77,8 olarak
tespit edilmistir (STT icin %77'ye karsilik), bu da BQT'in STT'ye gore hem etkinligini
hem de istiinliiglinii sorgulamaktadir (Luther et al. 2010). Bununla birlikte, 6zellikle
MNZ dozajma iliskin olarak 6nemli derecede ¢alisma heterojenligi kabul edilmelidir.
BQT'nin ikinci basamak etkinligi, STT'nin basarisizlifindan sonra ortalama %77'lik bir
ikinci basamak etkinligi (ITT) gosteren meta-analitik temelde (30 ¢alisma)
dogrulanmustir. Ispanya'da yapilan bir calismada, CAM ve levofloksasin igeren iiglii
tedavilerle daha Onceki iki yok etme basarisizligindan sonra BQT'nin ii¢ilincii basamak
etkinligi %65 (ITT) olarak belirlenmistir. Bizmut tuzlarmin veya tetrasiklinin bazi
ilkelerde bulunmamasi ve bizmutun potansiyel toksisitesi ana sinirlamalardir. Ancak
4763 hasta dahil edildiginde, bizmut icermeyen ve bizmut i¢eren gruplar arasinda tolere
edilebilirlik agisindan, daha sonra koyu renkli diskilarin daha yaygin olmasi disinda higbir
fark gosterilmemistir (Ford et al. 2008).

2.9.2 Sirah terapi

STT'de bulunan ayni antibiyotikleri kullanir ancak sirayla uygulamr. Ilk amoksisilin
kiiriiniin bakteri hiicre duvarini bozarak CAM'1 bakteri disina aktaran efluks kanallarinin
gelisimini engelledigi varsayilmistir. Ilk RKC'lerde (¢ogu Italya'da yapilmistir) ve daha
onceki meta-analizlerde ardisik tedavi STT'den acgik¢a {istiin olmasma ragmen [ITT
eradikasyon %91,7 (%95CI: %90-93) ve STT igin %76,7 (%95CI: %75-79)] (Gisbert et
al. 2010), Giiney Amerika, Iran ve Giiney Kore'den elde edilen daha yeni veriler daha
diisiik eradikasyon oranlari (<%80) ortaya koymustur (Sardarian et al. 2013). Antibiyotik
duyarlilik verilerine sahip 8 calisma degerlendirildiginde, ardisik tedavinin CAM
monorezistan suglarina karst oldukga etkili goriinmesine ve bunlarin %72,8'in1 eradike
edebilmesine ragmen, ¢ift direncli (CAM ve MNZ) suslara karsi etkinligi yalnizca %37
(aralik: %16,2 ile %60,7) olmustur. Kritik olarak, 46 RKC'nin kapsamli bir
degerlendirmesinde ardisik tedavi 14 giinliik ti¢lii tedaviden (RR=1, %95 GA: 0,94-1,06)
veya bizmut bazli tedaviden (RR=0,99, %95 GA: 0,94-1,05) daha yiiksek degildir
(Papastergiou et al. 2014).

32



2.9.3 Bizmut dis1 dortlii (es zamanh) tedavi

Bizmut olmayan dortlii "eszamanli" tedavi, CAM direnci insidansinin yiiksek oldugu
bolgeler i¢in gegerli bir diger ilk basamak tedavi se¢cenegidir. 19 ¢alismada (2070 hasta)
eszamanl tedaviyle genel eradikasyon orani %88 (%95CI: %85-%91) olarak tespit
edilmistir. Gergekten de, en az 7 giinliik tedavi siiresinin eszamanli tedavinin basarisi igin
gerekli oldugu gosterilmistir, oysa yiiksek PPI dozu (omeprazol 40 mgx2) ile birlikte
tedavinin 14 giline uzatilmasi, ¢ok merkezli bir caligmada ortaya kondugu gibi, kiir
oranlarini daha da artirarak>%95'e ¢ikarabilir. Cift direngli H. pylori suslarina kars1 artan
etkinlik, ardisik tedaviye kiyasla eszamanli tedavinin ana giicii olarak 6ne siirlilmiistiir
(Papastergiou et al. 2014), ancak iki rejim yiiksek antibiyotik direnci olan bir {ilkede
(Ispanya) 338 hasta kullanilarak karsilastirildiginda esit performans gostermistir. Tedavi
oncesi duyarlilik testi yapilan 106 hasta degerlendirildiginde, CAM ve MNZ direnci
sirastyla %100 ve %91 iken, eszamanli tedavi ¢ift direngli suslarin yalnizca %55'ini
eradike etmistir. Dolayisiyla, her iki rejim de ikili direncin zararli etkisine yatkin
gorlinmektedir ve 6 karsilastirmali RKC'nin verilerinin bir araya getirilmesiyle
karsilastirilabilir (her biri yaklasik %81 etkinlikle) bir performans sergilemektedir (Gatta
et al. 2013).

2.9.4 Hibrit terapi

Papastergiou et al. (2014) tarafindan 6nerilen iki asamali ikili eszamanli (hibrit) rejim
hem sirali hem de eszamanli tedavilerle rekabet eden bir baska degerli tedavi secenegidir.
Iki RKC'den elde edilen veriler degerlendirildiginde, hibrid tedavinin sirali tedaviye
kiyasla anlamli olmasa da marjinal olarak daha iyi performans gosterdigi (%86,6'ya kars1
%381) ve ilging bir sekilde hibrid rejimle tedavi edilen grupta daha az ters olayin meydana
geldigi karsilastirmali bir ¢alismada eszamanli tedaviyle karsilagtirilabilir oldugu
goriilmiistiir. Hibrit tedavinin etkinligi ve tolere edilebilirligi hakkinda kesin sonuglara

varmak i¢in daha fazla veriye ihtiya¢ vardir (Papastergiou et al. 2014).
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2.9.5 Levofloksasin bazh tedaviler

Artan CAM direncinin {stesinden gelmek i¢in, genis spektrumlu bir kinolon olan
levofloksasin, {i¢lii veya ardisik rejimlerde CAM'in yerine kullanilmis olup>%90'lik kiir
oranlarina ulasilmistir ve hatta levofloksasine karsi lokal direncin diisiik olmasi
kosuluyla>%295'lik bir tedavi miimkiindiir. Bununla birlikte levofloksasin klinik olarak
Oonemli antibiyotik direnci sorunlariyla da karsilasmaktadir; ¢linkii kinolonlara karsi
diren¢ su anda Amerika'da %401, Avrupa'da %20'yi ve Asya'da %10'u asmaktadir
(Papastergiou et al. 2014). Sekonder kinolon direncinin hizla gelismesi nedeniyle,
levofloksasinin birinci basamak kullanimi genellikle 6nerilmez ve ilag, CAM ve/veya
MNZ bazl1 bir rejimin basarisiz olmasi durumunda ikinci basamak/kurtarma rejimlerinde
kullanilmak tizere ayrilir. Levofloksasin ti¢lii tedavisinin (LTT) (tedavi oranlar1 %81-87)
ikinci basamak etkinligi, 2006'da yayinlanan iki meta-analizde dogrulanmstir; her ikisi
de ikinci basamak BQT ile karsilastirildiginda LTT ile daha iyi sonuglar vermektedir.
Benzer sekilde, Ekim 2010'a kadar olan RCT'leri de igeren daha yeni bir meta-analizde
LTT'nin ikinci basamak etkinligi %88,7 olarak tespit edilmistir. Kritik olarak, ardisik
veya es zamanli rejimin basarisizligindan sonra LTT kullaniminin kiimiilatif etkinligin
%97,8'ini sagladigi rapor edilmistir. Terapotik etkinlik moksifloksasin ve Sitafloksasin
gibi diger kinolon ajanlarinin kullanimi umut verici sonuglar vermistir, ancak
levofloksasine gore herhangi bir terapotik avantaji destekleyen higbir kanit yoktur

(Murakami et al. 2009).

2.9.6 Yardimc probiyotikler

Standart tedavilerin etkinligini yeniden saglamak i¢in PPI dozunun arttirilmast veya
tedavi siiresinin uzatilmasi gibi farkli girisimlerde bulunulmasina ragmen, bunlarin
higbiri glinlimiiziin antimikrobiyal direncini asacak diizeyde kanitlanamamaistir. Giderek
artan ilgi ¢ceken bir yaklasim, H. pylori'yi yok etmek i¢in probiyotiklerin rejimlerle birlikte
kullanilmasidir. Beklenen fayda iki yonliidiir: ortadan kaldirilmasinin arttirilmasi ve
tedaviye bagh yan etkilerin ortaya ¢ikmasinin onlenmesi yoluyla tolere edilebilirligin
arttirilmasi. Probiyotiklerin H. pylorimin yok edilmesi lizerindeki olas1 yararli etkisinin

patojenik temeli heniiz agikliga kavusturulmamistir, ancak mukozal bariyerin giicii,
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yapigsma icin rekabet ve immiinomodiilatér mekanizmalar dahil olmak {izere bazi
hipotezler 6ne siiriilmiistiir. Son yillarda farkli calismalarda probiyotikler standart veya
yeni rejimlere ek olarak kullanilmis ve ¢eliskili sonuglar elde edilmistir (Papastergiou et
al. 2014). Farkli tek veya ¢oklu tiir bilesikler degerlendirilmis olmasina ragmen, su anda
Saccharomyces boulardi (OR=1,13; %95CI: 1,05-1,21) veya Lactobacillus spp.
kullanimini destekleyen kanitlar mevcuttur. Lactobacillus igeren ve Bifidobacterium
iceren takviyenin etkisini degerlendiren en son analizde, probiyotik takviyesi ile
havuzlanmis olasilik oran1 (ITT) yok etme i¢in 2,066 (%95CI: 1,398-3,055) ve 0,305
(%95CI: 0,117) olarak bulunmustur. ilging bir sekilde, yan etkilerin énlenmesi agisindan
probiyotik kullanimi, ozellikle tekrarlayan enfeksiyonu olan veya gastrointestinal
antibiyotige bagli yan etki ge¢misi olan hastalar olmak iizere yalnizca bir hasta alt
grubunda anlamli olabilir. H. pylori enfeksiyonunun tedavisinde probiyotiklerin roliinii
netlestirmek, rejimleri standartlastirmak ve maliyet etkinligini degerlendirmek i¢in daha

fazla veri beklenmektedir (Papastergiou et al. 2014).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu ¢alismaya yaslar1 5 ile 60 arasinda degisen 150 kisi (70 kadin ve 80 erkek) dahil
edilmistir. Hastalar 1 Ekim-1 Nisan 2023 tarihleri arasinda Samawah sehrindeki Al-
Hussein Egitim Hastanesi gastroenteroloji iinitesine basvurmustur. Antrumun siddetli
iltihapl bolgelerinden ii¢ biyopsi alinmistir. Tek bir biyopsi, iire ve DupA genini tespit
etmek iizere Ultra Hizli Ureaz testi ve molekiiler analizler i¢in kullanilmistir. Yedi farkls
antibiyotik tiirii i¢in duyarhilik testi yapilmistir. Diger biyopsi 6rnekleri, TNF alfa ve
CD54'i tespit etmek lizere immiinohistokimyasal (IHC) boyama testleri i¢in histolojik
degerlendirme amaciyla parafine gomiilii doku bloklar1 hazirlamak {izere %10 formal
tamponlu salin ile fikse edilmistir. Ayrica endoskopiden sonra her hastadan H. pylori'ye
kars1 IgG antikor testleri; serum gastrin-17 ve (serum interlokin-6,10 ve interlkin-8)
tespiti i¢in kan 6rnegi alinmistir. Molekiiler testler 20 biyopside ureB ve dupA genlerini
tespit etmek i¢in yapilmistir. Bu ¢alismada, H. pylori ile iliskili gastritteki histopatolojik
degisiklikleri degerlendirmek i¢in histolojik calisma yapilmistir. Enfekte ve enfekte
olmayan biyopsi ornekleri arasinda mide mukozasinda PMNC'ler ve MNC'ler de test

edilmistir.

3.1 Materyal

Calismada kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de, kimyasallar ise Cizelge 3.2’de

listelenmistir.

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan cihazlar

Cihaz Sirket (Mensei)
Otoklav Hirayama Sirketi, Japonya
Santrifiij Gallenkamp (Ingiltere)
Damitma cihazi Gallenkamp (Ingiltere)
Elektrikli firin Gallenkamp (Ingiltere)
Endoskop ve forseps Olympos (Japonya)
Kulugka makinesi Memmert, Almanya
Isik mikroskobu Olympos (Japonya)
Mikrotom Leitz (Almanca)
Parafin dagitici Lipshow (ABD)

pH olger Orient research ABD)
Spektrofotometre Hitachi (Japonya)
Boyama aleti Shandon southern (ingiltere)

36



Cizelge 3.1 Calismada kullanilan cihazlar (Devam)

Cihaz Sirket (Mensei)

Doku islemcisi Shandon southern (Ingiltere)
Vorteks Labco (Almanya)

Su banyosu Gallenkamp (Ingiltere)
ELISA yikayici Organon teknika (Avusturya)
ELISA okuyucu Organon teknika (Avusturya)
Kamera Sony (Japonya)
Santrifiij Tuiup (italya)

Hassas Terazi Sartorius (Almanya)
Bilesik Isik mikroskobu Genex (ABD)

Firin Memmert (Almanya)
Briilor Shndon (Ingiltere)
Histokinat Leitz (Almanya)
Mikrotom Leitz (Almanya)

Mikro pipetler 5-50,0,5-10,100-1000 puL

Gillson Instruments (Fransa)

Cok kanalli mikropipet haznesi

SIAMED (Almanya)

Calkalayici

TKA(ltalya)

Yazici

LX -400-UK Epson (Ingiltere)

Ultraviyole transelumanter

Ecx-Ism (Ingiltere)

Yatay elektroforez

Shandon scientific CO (UK)

Sogutmali santrifiij

Hettich (Almanya)

Epindroff tiipleri Sterellin Ltd (Ingiltere)
PCR tiipleri Sterellin Ltd (Ingiltere)
Mikro santrifiij Hettich (Almanya)
Su damitma Lab tech (Kore)

Sicak plaka karistirici

La tech (Kore)

Termo dongiileyici aparat

MWG Biyoteknoloji (Almanya)

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan kimyasallar

No | Kimyasal Sirket Mensei
1 | lyot(%10) Al Ansar Suriye
2 | McFarland'in ¢6ziimii BDH Ingiltere
3 | Sodyum azid Fluka Ingiltere
4 | Etanol %95 BDH Ingiltere
5 | Yaga daldirma BDH Ingiltere
6 | Formalin BDH Ingiltere
7 | Fizyolojik normal salin Alfaiha Urdiin
8 | Etanol BDH Ingiltere
9 | Izopropanol Sigma ABD
10 | Agaroz difco UAS
11 | TBE tamponu BioBasic Kanada
12 | Kirmiz1 giivenli boya Conda ABD
13 | 6X Boya yiikleme Intron Kore
14 | Markdr (100bp) Intron Kore
15 | Etanol BDH Ingiltere
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3.2 Antibiyotik Duyarhhk Testi

Yedi farkli antibiyotige yonelik antibiyotik duyarlilik testinin yapilabilmesi ig¢in Kirby-
Bauer yontemi takip edilmistir. Bakteri siispansiyonu, orijinal kiiltiirden 1-2 izole bakteri
kolonisinin toplanmasi ve 4 mL normal salin igeren bir test tiipiine yerlestirilmesiyle
hazirlanmistir. Burada daha 6nce hazirlanan standart bulaniklik ¢6zeltisine kiyasla orta
diizeyde bulanikliga sahip bir bakteri siispansiyonu elde edilmistir. Steril bir pamuklu
cubuk kullanilarak bakteriyel siispansiyonun bir kismi dikkatlice aktarildiktan sonra
Mueller-Hinton agar ortamima esit sekilde yayilmis ve daha sonra 10 dakika
bekletilmigstir. Daha sonra antimikrobiyal diskler agarin {izerine steril forseps ile sikica
bastirilarak agarla temas1 saglanacak sekilde yerlestirilmistir. Plakalar daha sonra ters
cevrilerek ve 37°C'de 18-24 saat siireyle inkiibe edilmistir. Disklerin etrafinda gelisen
inhibisyon bolgeleri, Clinical Laboratories Standards Institute'a gére bir metrik cetvel
kullanilarak milimetre (mm) cinsinden dl¢iilmiistiir. izolat, Cizelge 3.3'te gdsterildigi gibi
standart inhibisyon bolgeleriyle karsilagtirildiginda belirli bir ilaca duyarli, orta diizeyde

veya direncli olarak yorumlanmastir.

Cizelge 3.3 Antibiyotik bolge ¢apina gore siniflandirma standartlari

No | Antibiyotik Disk giici Bolec sapt (mm)
(ng/disk)
Hassas Orta Direncli

1 Klaritromisin 30 >17 15-16 <14
) Metronidazol 20 >21 18-20 <17
3 Amoksisilin 30 >18 15-17 <14
4 Tetrasiklin 30 >23 15-17 <14
5 Rifabutin 10 >21 14-20 <13
6 Levofloksasin 18 >15 15-17 <14
7 Norfloksasin 10 >19 16-18 <15

Bu calismada kullanilan ticari kitler Cizelge 3.4'te listelenmistir.
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Cizelge 3.4 Calismada kullanilan ticari kitler

No | Kit tiirii Sirket Mensei

1 | PCR On karisim Intron Kore

2 | G-spin DNA ekstraksiyon Kiti Intron Kore

3 | Interlokin (6,10&8) ve TNF alfa kiti Elabscience Cin

4 | Helicobacter pylori IgG antikoru ELISA Test Kiti, Biohit Plc Finlandiya.

5 | Immiinohistokimyasal kit Serotec, Ltd Oxford, Ingiltere

3.2.1 Kiiltiir ortamlari

Cizelge 3.5'te gosterilen kiiltiir ortami, bakteriyel izolatlarin izolasyonu ve tanimlanmasi

icin kullanilmigtir.

Cizelge 3.5 Bakteriyolojik ortam

Kiiltiir ortamm Sirket (Mensei)
Beyin-kalp infiizyon agar Biolif (italya)
Beyin-kalp infiizyon suyu Biolif (italya)
Ure agar bazi Oksoid (ingiltere)

Kiltir Ortama;

Bu calismada kullanilan besiyerleri iiretici firma tarafindan tavsiye edilen sekilde
hazirlanmistir, 121°C\15 dakika, 15 bar/in? altinda otoklavlanmistir, bu besiyerleri

asagidakileri icermektedir:

Beyin-kalp infiizyon suyu: Uretim talimatma gore hazirlanmistir. Cok cesitli titiz

organizmalar1 aktive etmek ic¢in kullanilir (MacFaddin 2000).

Triptikaz soya broth: Bakterilerin aktivasyonu i¢in kullanilan {iretim talimatina gore
hazirlanmistir (MacFaddin 2000).

Beyin-kalp infiizyon agari: Bu besiyeri bakteriyel izolatlarin korunmasi igin

kullanilmustir.
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3.2.2 Cozeltiler, boyalar ve reaktifler

Gram boya ¢oziimii: Dort ¢ozeltiden olusur ve Cowan (1977) tarafindan tavsiye edildigi

sekilde kullanilir.

Normal tuzlu su ¢ozeltisi: MacFaddin (2000)’e bagli olarak hazirlanmistir.

McFarland'in standart ¢ozeltisi: Bu ¢ozelti iretici firmaya gore hazirlanmistir.

Cizelge 3.6 McFarland'in standart ¢ozeltisi

McFarland standardi Yaklagik hiicre sayisi yogunlugu (<10 & hiicre)
0,5 1,5
1,0 3,0
2,0 6,0
3,0 9,0
4,0 12,0

Histopatolojik inceleme i¢in ¢ozeltiler;

Notr tamponlu Formalin %10: Eklenerek hazirlanan 10 mL %40 formaldehit, 100 mL

damitilmis su ile.

Eozin lekesi: 1 g Eozinin 99 mL %75 etanol igerisinde eritilmesiyle hazirlandi ve

ardindan stzildu.

Hematoksilen lekesi: Cizelge 3.7 dekilerin karistirilmasiyla hazirlanmistir:

Cizelge 3.7 Hematoksilen lekesi bilesenleri

No Karisim ¢oziimii Hacim
1 Hematoksilen lekesi 59

2 Mutlak etanol 50 mL
3 Potasyum 100 gram
4 Aritilmig su 1000 mL
5 Civa oksit 2,5¢gr

40




Ksilol: BDH, ingiltere tarafindan saglanmustir.

Etanol: BDH, Ingiltere tarafindan saglanmistir.

Parafin: Merck, Almanya tarafindan saglanmistir.

3.3  Ornekler

3.3.1 Kan ornekleri

Calisilan tiim gruplardan 150 kan 6rnegi toplanmistir. Hastalarin serumlar1 H. pylori 1IgG
antikorlar1 ve farkli sitokinlerin (IL-6, IL-8, IL10, TNF-a) varlig1 agisindan taranmustir.
Kan ornekleri endoskopiden hemen sonra toplanmis ve 1500 rpm'de 15 dakika santrifiij

edilmistir; serumlar daha ileri analizler yapilana kadar -20°C'de saklanmustir.

3.3.2 Biyopsi ornekleri

Elli biyopsi 6rnegi toplanmistir. Hastalardan endoskopi 6ncesinde bir gece a¢ kalmalari
istenmistir. Endoskopi lokal anestezi (ksilokain) altinda yapildmustir. Ust gastrointestinal
endoskopiler Olympus GIF-XQ230 Video endoskopi ile ayn1 endoskopist tarafindan ve
standart biyopsi forsepsleri ile gerceklestirilmistir. Biyopsi forsepsleri su ile yikanmis ve
%?2 glutaraldehit (cidex) ile 20 dakika siireyle dezenfekte edildikten sonra distile su ile
yikanmistir. Her hastadan {i¢ gastrik antral biyopsi 6rnegi alinmistir. Bir biyopsi 6rnegi
histolojik inceleme i¢in %10'luk formal tampon salin i¢inde fikse edilmis ve iki biyopsi
bakteriyolojik inceleme i¢in kullanilmistir (Hizl1 iireaz testi ve Kiiltiir). iki biyopsi 0,5
mL beyin kalp inflizyon suyu i¢inde buzla birlikte laboratuvara tasinmig ve 4°C'de

muhafaza edilmistir.
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3.4 Yontemler

3.4.1 Kiiltiir ortaminin hazirlanmasi

Besiyerleri, kaplarmin {izerinde belirtilen talimatlara goére hazirlanmis, kaynama
noktasina getirilerek tiim bilesenlerin tamamen ¢éziinmesi saglanmis, ardindan pH 7,2'ye
ayarlanmig ve 121°C'de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir. Sterilitenin
saglanmasi i¢in besiyerleri 37°C'de 24 saat inkiibe edilmistir. Besiyerlerinde kullanilan

antibiyotikler 0,22 um millipore filtre kullanilarak filtrasyon yoluyla sterilize edilmistir.

Ure agar bazi;

Bu agar, 50°C'de 95 mL steril {ire agar bazina 5 mL steril %40 iire ¢ozeltisi eklenip iyice
karistirildiktan sonra steril kaplara 5 mL'lik miktarlarda dagitilarak hazirlanmis ve egimli

konumda ve serin bir yerde kapali olarak bekletilmistir.

3.4.2 Hizh iireaz testi (RUT)

Bir biyopsi lire agar slantina inokiile edilmis ve ardindan 37°C'de 15 dakika ile 1 saat
inkiibe edilmistir (Kearney 2003). Bakteri iireaz salgilayip iireyi amonyaga hidrolize eder.
Ortamin pH'1in1 yiikselterek rengi degistirir. Ornek, saridan pembeye renk degisimi

acisindan incelenmistir (Koelz et al. 2003).

3.5 Viriilans Genlerinin Molekiiler Tespiti

3.5.1 DNA ekstraksiyonu

A) Biyopsiden bakteri DNA ekstraksiyonu: G-spin DNA ekstraksiyon Kiti, intron
biyoteknoloji (Cizelge 3.8).
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Cizelge 3.8 G-spin DNA ekstraksiyon Kiti i¢erigi

Icindekiler Hacim (50 Siitun)
Tampon CL 25 mL
Tampon BL 25 mL
Tampon WA 40 mL
Tampon WB 10 mL
Tampon CE 20 mL
Dondiirme Kolonu / Toplama Tiipii 50 adet
RNase A (Liyofilize toz) 3 mg x 1 flakon
Proteinaz K (Liyofilize toz) 22 gx 1 sise

Prosedur:

e 25 mg ogiitiilmiis doku 6rnegini dlgiiliir ve ardindan bir spatula kullanarak 1,5 mL'lik
tiipe aktarilir.

e Ornek tiipiine 200 pL Tampon CL, 20 pL Proteinaz K ve 5 pL RNaz A Cozeltisi
eklenir ve kuvvetlice vorteksleyerek karistirilir.

e Lizat1 56°C'de (6nceden 1sitilmis 1s1 blogu veya su banyosu) 10~30 dakika inkiibe
edilir.

e Tamamen parcalandiktan sonra, tist numune tiipiine 200 uL Tampon BL eklenir ve
iyice karistirilir. Ardindan karigimi 70°C'de 5 dakika inkiibe edilir.

e Lizislenmemis doku partikiillerini uzaklastirmak i¢in numune tiipiinii 13.000 rpm'de
5 dakika santrifiijlenir. Ardindan 350 ~ 400 pL siipernatant1 dikkatlice yeni bir 1,5 ml
tiipe (saglanmamaistir) aktarilir.

e Lizata 200 pL mutlak etanol ekleyin ve 5-6 kez hafif¢ce ters cevirerek veya
pipetleyerek iyice karistirilir. Vortekslenmez. Karistirdiktan sonra, kapagin i¢indeki
damlalar ¢ikarmak i¢in 1,5 mL'lik tiipli kisaca santrifiijlenir.

e Adim 6'daki karigimi dikkatlice Sikma Kolonuna (2 mLToplama Tiipii i¢inde) kenar1
islatilmadan uygulanir, kapagi kapatilir ve 1 dakika boyunca 13,000 rpm'de
santrifiijlenir. Siizlintii atilir ve Sikma Kolonunu 2 mll'lik bir Toplama Tiipiine
yerlestirilir.

e Agiz kismimi 1slatmadan 700 pL Tampon WA'y1r Dondiirme Kolonuna eklenir ve
13,000 rpm'de 1 dakika santrifiijlenir. Akig suyu atilir ve Toplama Tiipiinii yeniden

kullanilir.
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e Dondiirme Kolonuna 700 pL Tampon WB'yi agiz kismi 1slatmadan eklenir ve 13,000
rpm'de 1 dakika santrifiijlenir. Akis suyunu atilir ve Kolonu 2,0 mL'lik bir Toplama
Tiipiline yerlestirilir (yeniden kullanin), Ardindan membran1 kurutmak i¢in tekrar 1
dakika daha santrifiijlenir. Akis suyunu ve Toplama Tiipiinii tamamen atilir.

e Dondiirme Kolonunu yeni bir 1,5 mL'lik tiipe (birlikte verilmez) yerlestirilir ve 30-
100 pL Tampon CE'yi dogrudan membranin {izerine konur. Oda sicakliginda 1 dakika

inkiibe edilir ve ardindan eliisyon 13,000 rpm'de 1 dakika santrifiijlenir.

B) DNA'nin agaroz jel elektroforezi: Ekstraksiyon isleminden sonra DNA parcalarini
belirlemek veya PCR'nin Agaroz jel iizerindeki etkilesimi sonucunun paket boyutunu
ayirt etmek i¢in standart DNA'nin varlig1 sirasinda PCR etkilesiminin sonucunu tespit

etmek icin elektroforez yapilmistir.

Agaroz jelinin hazirlanmast,

Sambrook et al. (1989)’a gore agaroz jel, 1,5 g agarozun onceden hazirlanmig 100 mL
TBE tamponunda eritilmesiyle %]1,5 kondansasyonda yapilmistir. Agaroz kaynama
noktasina kadar 1sitildiktan sonra (45-50°C)'de sogumaya birakilmistir. Jel, drnekleri
tutacak delikler agmak ig¢in tarak sabitlendikten sonra agaroz destek plakasinin
hazirlandig1 dokme plakasina dokiilmiistiir. Jel hava kabarcigi olusturmayacak sekilde
nazik¢e dokiilmiis ve sogumast icin 30 dakika bekletilmistir. Tarak, kati agarozdan
nazikce ¢ikarilmistir. Plaka, Elektroforezde kullanilan tank ile temsil edilen Elektroforez
yatay linitesindeki standina sabitlenmistir. Tank, jel yilizeyini kaplayacak sekilde TBE

tamponu ile doldurulmustur.

Numunenin hazirlanmasi;

3 puL islemci yiikleme tamponu (Intron/Kore) ile 5 pL elektroforez yapilacagi varsayilan
DNA (yiikleme boyasi) karigtirllmig, karistirma isleminden sonra jelin deliklerine
yiikleme islemine gegilmistir. Tentiir jelin diger tarafina ulasana kadar 1-2 saat boyunca

7 V\c2'lik bir elektrik akimina maruz birakilmistir. Jel, 30ul Red safe Niikleik asit boyama
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sollisyonu ve 500 mL distile su igeren bir havuza konulduktan sonra 336 nm'lik bir UV

kaynagi ile test edilmistir.
RedSafe Niikleik asit boyama soliisyonu,

RedSafe Niikleik Asit Boyama Soliisyonu (20,000x), agaroz jellerde niikleik asidi tespit
etmek i¢in geleneksel etidyum bromiir (EtBr) boyasina alternatif olan yeni ve giivenli bir
niikleik asit boyasidir. DNA veya RNA'ya baglandiginda yesil floresan yayar. Bu yeni
boyanin niikleik aside baglandiginda biri 309nm'de digeri 419nm'de olmak iizere iki
floresan eksitasyon maksimi vardir. Buna ek olarak, 514nm'de bir goriiniir eksitasyona
sahiptir. DNA'ya baghh Red Safe'in floresan emisyonu 537nm'de merkezlenir. RedSafe
Niikleik Asit Boyama Soliisyonu (20,000x) EtBr kadar hassastir. Red Safe Niikleik Asit
Boyama Soliisyonu (20,000x) i¢in boyama protokolii EtBr i¢in olana benzer. Giiglii bir
mutajen olarak bilinen EtBr ile karsilagtirildiginda, Red Safe Niikleik Asit Boyama
Soliisyonu (20,000x) Ames testinde cok daha az mutasyona neden olur. Ayrica, Res Safe
Niikleik Asit Boyama Soliisyonu (20,000x) fare iligi kromofil eritrosit mikroniikleus
testinde ve fare spermatosit kromozomal aberasyon testinde pozitif sonug verir (Sekil

3.1).

SiZer™-100
—
24073
— 1,500
1,000
800
700

500
400

300

||
g

100

1.5% Aqarose

Sekil 3.1 SiZer DNA isaretleyicileri (intron)
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3.5.2 Viriilans genleri icin PCR reaksiyonu

Etkilesimde kullanilan primerler: Primerler liyofilize edildikten sonra, stok ¢dzelti olarak
100 pmol/uL'lik bir nihai konsantrasyon verecek sekilde serbest ddH2O ig¢inde
¢oziilmistiir. 10 pL stok ¢ozelti 90 uL serbest ddH2O suyun nihai hacmi 100 pL olacak
sekilde hazirlanmistir (Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9 ureB geninin spesifik primeri

Primer (°C) | (%) | Uriin boyutu
ileri 5-AGTAGCCCGGTGAACACAACATCCT-3' | 620 | 520 645b
Ters 5-ATGCCTTTGTCATAAGCCGCTTGG-3' 60,2 | 50,0 P

Maxime PCR PreMix kiti (i-Taq) 20uLrxn (Kat. No. 25025):

INtRON'un Maxime PCR PreMix Kiti, deneyim amacina gore sadece ¢esitli PreMix Kit
tiirlerine degil, ayn1 zamanda 2X Master karisim ¢ozeltisine de sahiptir. Maxime PCR Pre
Mix Kit (i-Taq), 1 rxn PCR igin tek bir tiipte i-Taq DNA Polimeraz, dNTP karisima,
reaksiyon tamponu ve benzeri her bilesenin karigtirtldig tirtindiir. Bu, en uygun sistemle
en iyi sonucu alabilen iiriindiir. Ilk neden, PCR icin her bilesene sahip olmasidir, bu
nedenle PCR'yi sadece bir sablon DNA, primer seti ve DW ekleyebiliriz. Ikinci neden,
elektroforez yapmak icin Jel yiikleme tamponuna sahip olmasidir, boylece herhangi bir
islem yapmadan jel yliklemesi yapabiliriz. Hizl1 ve basit kullanim yontemi ile gesitli

numune deneyimleri i¢in uygundur (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10 Maxime PCR PreMix kitinin (i-Taq) Bilesenleri

Bilesenler Hacim
i-Taq DNA Polimeraz 5U/uL
DNTP'ler 2,5 mM
Reaksiyon tamponu (10X) 1X
Jel yiikleme tamponu 1X
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3.5.3 Gen Tanisi

Teshis geni icin spesifik etkilesimin karisimi Cizelge 3.11°de gdsterilmistir.

Cizelge 3.11 Teshis geni i¢in spesifik etkilesimin karisimi

Bilesenler Konsantrasyon
Taq PCR On Karisimi 5uL

Ileri primer 10 pikomol/pL (1 pL)
Ters primer 10 pikomol/pL (1 pL)
DNA 1,5uL
Damitilmis su 16,5 uL

Son hacim 25 uL

Bu kosulu elde etmek igin birka¢ deney yapildiktan sonra (ilk denatiirasyon ve tavlama)
icin en uygun kosul belirlenmis, en uygun kosulu segmek i¢in tiim 6rnekler i¢in (Gradient
PCR) caligsmasiyla sicaklik degistirilmis ve ayrica DNA sablonu i¢in konsantrasyon (1,5-
2 uL) arasinda degistirilmistir, burada bu iki faktér tamamlayici ile primer tavlamasinda

onemli faktorlerden kabul edilmistir (Cizelge 3.12) (Cizelge 3.13).

Cizelge 3.12 Optimum tespit kosulu

No Faz Sicaklik (°C) Zaman Déngi
sayisl
1 ik Denatiirasyon 94°C 3 dakika 1 déngii
2 Denatiirasyon -2 94°C 45 saniye
3 Tavlama 58°C 45 saniye 35 dongii
4 Uzanti-1 72°C 45 saniye
5 Uzant1 -2 72°C 7 dakika 1 dongii
Cizelge 3.13 dupA geninin spesifik primer
Primer Sekans Sicakhk GC Uriin
(°C) (%) boyutu
ileri 5-TGAGCGTGGTAGCTCTTGAC-3' 56,9 55,0 584
Tersi 5-GAGCGCGTTAGCGATATAGG-3' 55,3 55,0 bp
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3.5.4 Serumda H. pylori'ye kars1 insan IgG antikorunun 6l¢iimii icin enzime bagh

immiinosorbant testi

Testin prensibi;

Test, mikrowell plakaya adsorbe edilmis saflastirilmis H. pylori bakteriyel antijeni ve
horseradish peroksidaz (HRP) ile isaretlenmis tespit antikoru ile sandvi¢ enzim
immiinoassay teknigine dayanmaktadir. Test asagidaki reaksiyona gore ilerler: polistiren
yiizeye baglanan saflastirilmig H. pylori bakteriyel antijeni insan serumunda bulunan H.
pylori IgG antikorlarini baglar. Daha sonra mikro kuyu, kalan numuneyi ve spesifik
olarak baglanmamis proteini uzaklastirmak i¢in yikanir. Horseradish peroksidaz (HRP)-
konjuge monoklonal anti-insan IgG, H. pylori antikorlarina baglanir. Kuyucuklar yikanir
ve i¢lerine substrat eklenir. Substrat enzim tarafindan oksijenlenir ve mavi renkli son tiriin
tiretilir. Son olarak, enzim reaksiyonu durdurma ¢ozeltisi ile sonlandirilir. Olusan rengin

yogunlugu dogrudan numunedeki H. pylori IgG antikor konsantrasyonu ile iliskilidir.

Test prosediirt;

e Tiim reaktiflerin oda sicakligina (20-25°C) ulagsmas1 saglanmistir.

e Karistirma isleminden sonra bos ¢oOzeltiden, kalibratorlerden, kontrolden ve
seyreltilmis (1 ile 200) hasta numunelerinden 100 uL kuyucuklara pipetlenir, 37°C'de
30 dakika inkiibe edilir.

e 350 pL seyreltilmis yikama tamponu ile 3 kez yikanur.

e Kuyucuklara 100 pL seyreltilmis (1-100) ve karistirilmis konjugat ¢ozeltisi eklenir,
ardindan 37°C'de 30 dakika inkiibe edilir.

e 350 pL seyreltilmis yikama tamponu ile 3 kez yikanir.

e Kuyucuklara 100 pL karisik substrat ¢6zeltisi eklenir, oda sicakliginda (20-25°C) 30
dakika inkiibe edilir.

e Kuyucuklara 100 pL karisik durdurma ¢ozeltisi eklenir.

e 30 dakika i¢inde 450 nm'de okuma yapilir.
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Sonuglar;

Negatif<34 EIU

Sinirda 34-42 EIU (kesme 38 EIU)

Pozitif>42 EIU

3.6

interlokin-6, 8, 10 ve TNF-Alfa Tahlil Prosediirii

Gerekli sayida serit segilerek tutma gergevesine yerlestirilir.

3.7

Her bir Kalibrator, Kontrol ve Numuneden 50 pl uygun kuyucuklara pipetlenmistir.
Tiim kuyucuklara 50 pL anti-1L2,6,8,10 ve TNF-alfa-HRP konjugati pipetlenmistir
ve plaka yatay bir ¢alkalayici tizerinde oda sicakliginda 2 saat inkiibe edilmistir.
Her bir kuyudan s1vi1 aspire edilmis ve ardindan plaka 3 kez yikanmaistir:

o Her bir kuyucuga 0,4 mL Yikama Soliisyonu dagitilmistir.

o Her bir kuyucugun iceriginin aspire edilmistir.
Taze hazirlanmis Kromojenik Soliisyondan 200 pl her bir kuyucuga pipetlenmistir.
Daha sonra mikrotitre plakasi yatay bir ¢alkalayici iizerinde oda sicakliginda 15
dakika inkiibe edilmistir.
Her bir kuyucuga 50 pL Durdurma Soliisyonu pipetlenmistir.
Optik yogunluk (O.D) 450 nm absorbans degerinde 3 saat i¢inde bir mikroplaka

ELISA okuyucu ile okunmus ve sonuglar hesaplanmistir.

Immiinohistokimya Testi

Lamlarin firinlanmasi: Lamlar, doku kesitinin altinda sikisan nemin parafinin erimesi
ve su damlaciklarinin buharlagmasiyla tamamen ortadan kalkmasini saglamak i¢in bir
kurutma firininda (sicak hava firin1) 56°C'de bir gece boyunca dikey konumda

yerlestirilmistir.
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Doku kesitlerinin deparafinlenmesi: Lamlar, oda sicakliginda asagidaki ¢ozeltilerin
her birinden yaklasik 200 mLigeren belirtilen kaplara sirayla daldirilmistir.

Antijen geri kazanimi: Lamlar distile suyla yikanir ve antijen alma soliisyonu iceren
mikrodalgaya dayanikli plastik boyama kavanozuna yerlestirilir. Lamlarin soliisyonla
tamamen kaplandigindan emin olunmalidir. Mikrodalga firmm1 5 dakika boyunca
yiksek giicte (~700 watt) calistirilir. Lamlarin hala geri kazanim soliisyonu ile kaph
oldugundan emin olunur veya taze soliisyon eklenir ve mikrodalga tekrarlanir. Bu
islem 2-3 kez tekrarlanabilir. Lam banyosu mikrodalga firindan ¢ikarilir. Lamlar
banyoda oda sicakliginda 20-30 dakika sogumaya birakilir. Birka¢ kez damitilmis su
ile durulanir. Lamlar 5 dakika boyunca damitilmis su kavanozuna yerlestirilir.
Peroksidaz blogu: Fazla sivi hafifce vurularak alinir. Emici mendiller kullanarak,
kalan s1v1 giderilir ve reaktifler 6ngoriilen alan i¢inde tutmak i¢in numunenin etrafi
dikkatlice silinir. Numune kaplanacak kadar Hidrojen Peroksit uygulanir, ardindan
lamlar nemli odaya yerlestirilir ve oda sicakliginda 5-10 dakika inkiibe edilir,
ardindan lamlar bir yikama sigesinden distile su ile nazik¢e durulanir (akist dogrudan
dokuya odaklamayin) ve taze tampon banyosuna yerlestirilir.

Fazla siv1 alinir ve lamlar1 daha dnce oldugu gibi silinir. Ornegi kaplayacak kadar
protein bloke edici reaktif uygulanir, ardindan lamlar oda sicakliginda 5-10 dakika
inkiibe edilir.

Lamlar nemli odaya yerlestirildikten sonra numuneyi kaplayacak kadar seyreltilmis
Primer Antikor uygulanir ve ardindan 37°C'de 1 saat inkiibe edilir. Bir yikama sisesi
tampon ¢ozeltisi ile nazik¢e durulanir (akis1 dogrudan doku iizerine odaklamayin) ve
2 dakika boyunca taze PBS-Tween banyosuna yerlestirilir.

Numuneyi kaplayacak kadar Biyotinlenmis Link (ikincil antikor) uygulanir, ardindan
slaytlar nemli odaya yerlestirilir, 37°C'de 1 saat inkiibe edilir, ardindan slaytlar
durulanir ve silinir.

Ornegi drtmek igin yeterli miktarda streptavidin-HRP uygulanir, lamlar nemli odaya
yerlestirilir, 37°C'de 1 saat inkiibe edilir ve ardindan lamlar daha 6nce oldugu gibi
durulanir ve silinir.

DAB kromojen soliisyonu taze olarak hazirlanir. Ornegi kaplayacak kadar damla
uygulanir; lamlar karanlikta oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilir. Daha sonra

lamlar bir yikama sisesinden distile su ile nazik¢e durulanir.
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e Hematoksilen karst boyas: kullanilmadan once siiziilir, ardindan lamlar oda
sicakliginda 1 dakika boyunca Hematoksilen banyosuna daldirilir. Daha sonra lamlar
distile su ile nazik¢e durulanir.

e Kesitler, lamlar sirayla daldirilarak dehidrate edilir.

e Ksilenile islatilmis kesitlerin iizerine iki damla DPX uygulanir ve kesitler hizlica Ortii

Klipsleri ile kapatilarak gece boyunca kurumaya birakilir.

CD54 igin Immiinboyamanin degerlendirilmesi;

Slayt degerlendirmesi 151k mikroskobu kullanilarak yapilmistir. Immiinohistokimyasal
boyamanin degerlendirilmesi ve skorlama icin 10X objektif ile 10 alan uygun
bulunmustur. Skorun dogrulanmasi igin 40X objektif biiylitme kullanilmasi faydali

olmustur.

CD54 ekspresyonu skorlama sistemi ile dl¢iilmiistiir. CD54 ekspresyonu icin hiicrelerin
pozitifligi kahverengi boyanma olarak goriilmiistiir. CD79 i¢in pozitif boyanan hiicrelerin

dort derecesi olarak derecelendirilmistir (Cizelge 3.14).

Cizelge 3.14 Skorlama sistemi

No Skor Pozitif Hiicreler
1 0 <%10
2 1+ 9%10-25
3 2+ 9%25-50
4 3+ 9%50-75
5 4+ >0675

3.7.1 TNF-alfa i¢cin immiinboyamanin degerlendirilmesi

Slayt degerlendirmesi 151k mikroskobu kullanilarak yapilmistir. Immiinohistokimyasal
boyamanin degerlendirilmesi ve skorlama icin 10X objektif ile 10 alan uygun
bulunmustur. Skorun dogrulanmasi i¢in 40X objektif biiylitme kullanilmasi faydal

olmustur.
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TNF-alfa ekspresyonu skorlama sistemi ile Ol¢iilmiistiir. TNF-a ekspresyonu igin
hiicrelerin pozitifligi kahverengi boyanma olarak gortilmiistiir. TNF-alfa i¢in pozitif olan
plasenta dokusu 3, (%75-100); 2, (%2-7) ve 1, (<%25) olarak derecelendirilmistir
(Lindholm et al. 1998).

3.8 Ilstatistiksel Analiz

Istatistiksel calisma, sosyal bilimler icin istatistik paketi (SPSS 19) ve farkli gruplar
arasindaki istatistiksel farkliliklar1 belirlemek i¢in Ki-kare (x2) testi kullanilarak

gerceklestirilmistir.
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4. BULGULAR

Bu c¢alisma icin yaglar1 5 ile 60 arasinda degisen 150 hastadan Ornek alinmistir.
Helicobacter pylori ile enfekte olanlarin sayisi 86'dir. Antrumun siddetli iltihaph
bolgelerinden {i¢ biyopsi alinmistir. Calismamizda Helicobacter pylori'ye karsi
klaritromisin, amoksisilin, metronidazol, florokinolon (levofloksasin, norfloksasin),
tetrasiklin ve rifabutin gibi 7 farkli antibiyotik i¢in duyarlilik testi yapilmustir.
Klaritromisin, metronidazol ve amoksisiline kars1 direng artmis, diger antibiyotikler ise
orta diizeyde direng gdstermistir. Biyopsilerden biri Ultra Hizli Ureaz testi, iire ve DupA
geninin tespiti i¢in molekiiler analizler i¢in kullanilirken, diger biyopsi oOrnekleri
histolojik degerlendirme icin parafine gomiilii doku bloklar1 hazirlamak, TNF alfa ve
CD54'1i tespit etmek ve immiinohistokimyasal (IHC) boyama testleri i¢in %10 formal
tamponlu salin ile sabitlenmistir. Ayrica endoskopi sonrasinda her hastadan H. pylori‘ye
kars1 IgG antikor testleri; serum gastrin-17 ve (serum interlokin-6,10 ve interlokin-8)
tespiti i¢in kan 6rnegi alinmistir. Sonuglarimiz 150 hastadan sadece 85'inin (%56,66) H.
pylori ile enfekte oldugunu gostermektedir. UreB ve dup A genlerinin tespiti igin 20
biyopside yapilan molekiiler testler, sadece 13 6rnegin ureB geni i¢in ve 9 6rnegin dup A
geni i¢in pozitif oldugunu goéstermistir. Bu ¢alismada, H. pylori ile iliskili gastritteki
histopatolojik degisiklikleri degerlendirmek i¢in histolojik ¢alisma yapilmistir. H. pylori
testi pozitif ¢ikan tiim kisilerde kronik aktif gastrit gozlenmesinin yani sira, H. pylori ile
enfekte kisilerde gastrik enfeksiyon patogenezinde dnemli bir rol oynadig: diisiiniilen cok
sayida inflamatuar infiltrasyon yapan lenfosit ve notrofil bulunmustur. H. pylori ile iliskili
gastritin - siniflandirilmasi, inflamatuar aktivitenin derecesini degerlendirmek igin
giincellenmis Sydney sistemi kullanilmistir. H. pylori pozitif ve negatif hastalar arasinda
kronik inflamasyon, atrofik gastrit ve ylizeysel epitel hasar1 agisindan anlamli bir fark
(P<0,005) belirlenmistir. Ayrica, bu ¢alismada, H. pylori ile enfekte hastalarda gastritin
siddetini tespit etmek icin IL-10,6,8 ve TNF alfa seviyesi enzime bagli immiinosorbent
testi (ELISA) ile 6l¢lilmiistiir. Sonugclar, saglikli bireylere kiyasla etkilenen hastalarda IL-
10 hari¢ IL-6,8 ve TNF alfa ekspresyonunun daha yiiksek oldugunu gostermistir. Biyopsi
orneklerinin immiinohistokimyasal ¢aligmasina gore, etkilenen bireylerde CD54 ve TNF
alfa ekspresyonunda artis gozlenmistir. Enfekte ve enfekte olmayan biyopsi 6rnekleri

arasinda mide mukozasinda TNF alfa ve IL-6nin8 yan1 sira PMNC'ler ve MNC'lerin

53



artmis lokal varligi ile iliskili olarak CD54 ve TNF alfa ekspresyonunda anlamli bir fark

tespit edilmistir (P=0,005).

4.1 Gastroduodenal Hastalarda H. pylori‘nin Tespiti

4.1.1 Bakteriyolojik ve histolojik ¢alisma

H. pylori enfeksiyonu 150 hastanin 86'sinda (%57,3) tespit edilirken, H. pylori
bulunmayan hasta sayis1 64'tiir (%42,6) (Cizelge 4.1) (Sekil 4.1). Aradaki fark anlaml

olup p<0,05'tir.

Cizelge 4.1 Gastroduodenal hastalig1 olan hastalarda H. pylori enfeksiyonunun prevalansi

H. pylori durumu

Gastroduodenal hastalik sayisi

H. pylori-pozitif

86 (%57,3)

H. pylori-negatif

64 (%42,6)

Gastroduodenal hastaliklari olan
hastalarda H. pylori'nin enfeksiyon

yayginligi

® H. pylori- positive ~ ® H. pylori- negative

Sekil 4.1 Gastroduodenal hastalig1 olan hastalarda H. pylori enfeksiyonunun prevalansi
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4.2 Yas Gruplarma gore Hastalarda H. pylori Enfeksiyonu Goriilme Sikhgi

40-50 yil (5-60 y1l aras1) yas grubunda H. pylori goriilme siklig1 daha yiiksek iken 5-10
yil yas grubunda daha diisiik degerler almustir. Iki grubun ortalama yas1 arasinda p<0,01
diizeyinde anlamli fark goriilmiistiir (Sekil 4.2).

Yas gruplarina gore hastalarda H. pylori enfeksiyonu
goriilme sikhig1

M Elderly

M children

Sekil 4.2 Yas gruplarina gore hastalarda H. pylori enfeksiyonu goriilme sikligi

4.3 H. pylori Enfeksiyonunun Cinsiyete gore Dagilim

Sonuglara gore 46 erkekten 46'sinin (%54,11) H. pylori ile enfekte oldugu, 40 kadindan
40"min (%47,05) H. pylori pozitif oldugu gorilmistiir. Kadin ve erkek arasinda anlaml
fark p<0,01 olarak tespit edilmistir. Bu arastirmada incelenen hasta sayisinin az olmasina
ragmen sonug, H. pylori enfeksiyonunun kadin ve erkeklerdeki dagiliminin

enfeksiyondan esit derecede etkilendigini gostermistir (Sekil 4.3).
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H. pylori hastalarinda cinsiyet dagilimr

BSATN | o .. ww Ud 'w

l ' 40 (%47,05) \ ®
\ | ‘ w
Wik

Disi

Sekil 4.3 H. pylori hastalarinda cinsiyet dagilimi

4.4 H. pyloriicin Viriilans Genlerinin Molekiiler Tespiti

H. pylori hastalarinin enfeksiyonu i¢in akut vakalardan alinan 20 biyopsi Orneginin
molekiiler analizleri neticesinde13 6rnegin sadece ureB geni i¢in pozitif oldugu, 9 6rnegin
ise sadece dupA geni icin pozitif oldugu belirlenmistir (Sekil 4.4) (Sekil 4.5) (Cizelge
4.2).

Sekil 4.4 PCR iiriinii agaroz jel elektroforezi: bant biiytikliigii 584 bp
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Sekil 4.5 PCR iiriinii agaroz jel elektroforezi: bant biiyiikligii 645 bp

Cizelge 4.2 Virulans genleri i¢in molekiiler analizlerin sonuglari

.. . PCR Sonucu ureB | PCR Sonucu dupA
Ornek | DNA Ekstraksiyonu 645 baz cifti 584 baz ¢ift i
1 + - +
2 + + +
3 + + -
4 + - +
5 + + -
6 + - +
7 + + -
8 + + +
9 + - +
10 + + -
11 + + +
12 + + -
13 + + -
14 + + -
15 + - -
16 + + -
17 + + -
18 + - -
19 + + +
20 + -
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4.5 H. pylori Enfeksiyonu ve Sitokin Uretimi

Mide dokusunda protein diizeyinde CD54 ve TNF-o« ekspresyonunu belirlemek igin
immiinohistokimya (IHC) gerceklestirilmistir. Bu testler, H. pylori pozitif olan (15'i
duodenal iilserli ve 15' kronik gastritli) 30 denekten alinan antral biyopsilerin formalinle
sabitlenmis ve parafin mumuna gémiilmiis kesitleri tizerinde gergeklestirilmistir. Diger

10 denek saglikli ve H. pylori ile enfekte degildir.

Dolasimdaki IL-6, IL-10 ve TNF-« konsantrasyonunu belirlemek i¢in enzim baglantili
immiinosorbant testi (ELISA) yapilmistir. Bu test, 70'i H. pylori ile enfekte (30'u
duodenal tlserli ve 35'i kronik gastritli) ve 10'u saglikli ve H. pylori ile enfekte olmayan

150 denegin serumunda gerceklestirilmistir.

45.1 H. pylori ile enfekte olmus ve enfekte olmamis hastalarda IHC ve ELISA

teknigi ile IL-6, IL-10 ve TNF o proteinlerinin iiretimi

CD54 ve TNF-« i¢in immiinohistokimyasal boyama, H. pylori ile enfekte hastalardan ve
saglikli bireylerden elde edilen antral biyopsi 6rnegi i¢in gerceklestirilmistir. Bu, protein
diizeyinde doku kesitlerinde sitokinlerin varligin1 ve immiinolokalizasyonunu aragtirmak
i¢in bir aragtir. Bu hiicre i¢i sitokin boyanmasi agirlikli olarak hiicrelerin sitoplazmasina
lokalize olmustur. Baz1 durumlarda boyanma, sitokinin Golgi kompleksinde biriktigini
diigiindiiren ve boyanan hiicrelerin aslinda sitokin irettigini gésteren ajuxtanuclear
pozisyon gosterir. Ortalama+SE ve p-degeri agisindan THC ile bu sitokinlerin yiizdesi.
IL-6, IL-10 ve TNF-« i¢in serum seviyeleri ELISA testi ile de 6l¢tilmiistiir.

Cizelge 4.3, CD54 ve TNF-«'nin mukozal ekspresyonunu gostermektedir. Enfekte
hastalarda TNF-x ve CD54 ekspresyonunun yiiksek oldugu, enfekte olmayanlarda ise
ekspresyonun olmadigi goriilmektedir. Cizelge 4.4'de ELISA yontemiyle Ol¢iilen 1L-6,
IL-10 ve TNF-x'nin dolagimdaki serum seviyesi sunulmaktadir. Veriler IL-6'nin enfekte
hastalarda 400,6 pg/mL, saglikli bireylerde 33,9 pg/mL oldugunu, IL-10'un 394,9
pg/mL'ye karsilik 389,2 pg/mL oldugunu ve bu iki grup arasinda anlamli bir fark
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olmadigin1 gostermistir. TNF- 378,6 pg/mL'ye kars1 25,4/ml olarak belirlenmistir ve

tiim vakalarda anlamli bir fark vardir (p<0,001) (Sekil 4.6).

Cizelge 4.3 H. pylori ile enfekte olmus hastalarda ve IHC ile enfekte olmamis

deneklerde sitokinlerin (IL-6, IL-8 ve TNF-«) ekspresyonu

Degisken H. pylori durumu Say1 Ortal(z;:)a:l:SE p degeri
Pozitif 30 291416

CD54 Negatif 10 8.042.5 <0,001
Pozitif 30 285415

TNF- o Negatif 10 0.741,8 <0,001

Cizelge 4.4 H. pylori ile enfekte hastalarda ve ELISA yontemiyle enfekte olmamis

deneklerde sitokinlerin (IL-6, IL-10 ve TNF-o) serum diizeyi

Ortalama+SE

Degisken H. pylori durumu Say1 pg/mL p degeri
e | g TR s .
e | TR e | oo
mes | e ST e | o
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Sekil 4.6 Antral gastritli hastalarda IL-6 ve TNF-a proteinlerinin immiinohistokimyasal
boyanmasti

4.6 H. pylori Tedavisi

Bir¢ok antimikrobiyal ilacin tedavisinin basarisi, asidik pH, biyofilm olusumu gibi 6zel
kosullar nedeniyle biiyiik 6l¢iide azalmaktadir ancak H. pylori'nin yok edilmesindeki
basarisizligin en 6nemli nedeni antibiyotik direncidir. Calismamizda H. pylori ile enfekte
hastalarin  tedavisinde klaritromisin, amoksisilin, metronidazol, fluorokinolon
(levofloksasin, norfloksasin), tetrasiklin, rifabutin gibi H. pylori'ye kars1 etkili birkag
antibiyotik kullanilmistir. Klaritromisin ve metronidazol direncindeki artis endise
vericidir. H. pylori'nin etkili tedavisinin, 14 giinliik bir siire boyunca iki veya daha fazla
antimikrobiyalin yani sira mide salgisini azaltan bir salgi dnleyici ilag gerektirdigi kabul
edilmektedir. En 1yi tedavi antibiyotik segenegi, duyarli ve direngli suslar1 belirleyen ilag

duyarlilik testiyle belirlenir.
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Bu c¢alismada, H. pylori'nin antibiyotik duyarlilik testi Cizelge 4.5, Sekil 4.7 ve Sekil
4.8'de gosterildigi gibi her gruptan klaritromisin, amoksisilin, metronidazol, florokinolon
(levofloksasin, norfloksasin) tetrasiklin, rifabutin olmak {izere yedi antibiyotik iizerinde
yapilmistir. 83 sus klaritromisin ve metronidazolene %96,5 oraninda diren¢ gdsterirken,
79 sus %91,8 oraninda amoksisiline direng gostermis, sadece 7 sus %8,13 oraninda
duyarli bulunmustur. 73 sus (%84,8) tetrasikline direng gosterirken 13 sus (%15,11)
duyarlidri, 79 sus (%91,8) rifabutine direng gosterirken 7 sus (%8,13) duyarli, 66 sus
(%76,7) levofloksasine direng gosterirken 19 susun (%22,09) duyarli oldugu, 64 susun
(%74,4) norfloksasine diren¢ gosterdigi ve 22 susun (%25,58) norfloksasine duyarli
oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 4.5 Antibiyotik direncinin sonucu

L Oran (%)

LY Direngli Duyarh Toplam

Klaritromisin 83 (96,5) 3 (3,48) 86 (100,0)
Metronidazol 83 (96,5) 3(3,48) 86 (100,0)
Amoksisilin 79 (91,8) 7 (8,13) 86 (100,0)
Tetrasiklin 73 (84,8) 13 (15,11) 86 (100,0)
Rifabutin 79 (91,8) 7(8,13) 86 (100,0)
Levofloksasin 66 (76,7) 19 (22.09) 86 (100,0)
Norfloksasin 64 (74,4) 22 (25,58) 86 (100,0)

Antibiyotik direncinin sonucu

Sekil 4.7 Antibiyotik direncinin sonucu
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H. pylori'ye karsi daha yiiksek diizeyde diren¢ gosteren
antibiyotiklerin yiizdeleri

H Clarithromycin
B Metronidazole

B Amoxicillin

Sekil 4.8 H. pylori'ye karsi daha yiiksek diizeyde direng gosteren antibiyotiklerin
ylizdeleri
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5. TARTISMA

H. pylori'nin konak¢i ile benzersiz ve kalici etkilesimleri ve diinya ¢apinda %50
enfeksiyon oranlari, onu O6nemli hastaliklara neden olan 6nemli bir patojen haline

getirmektedir.

Ik kolonizasyon veya viriilans i¢in énemli oldugu bilinen birgok H. pylori faktorii,
konake1 bagisiklik tepkisini manipiile etme kapasitesine de sahiptir ve midede uzun siireli
yerlesime izin verir. H. pylori'nin konakgi ile etkilesimleri, bakterinin varligini
stirdlirmesine izin verirken patogenezi indiikleyen karmasik bir dizi olaydir. Herhangi bir
zamanda bakterilerin yalnizca yaklasik %20'si ¢coklu yapisma yoluyla epitele baglanir
(Hessey et al. 1990). H. pylori'nin ¢oklu viriilans faktorleriyle birlikte epitele baglanmasi,
proinflamatuar immiin yanitlari indiikler. Bu yanitlar konak hiicre canliligini etkileyebilir
ve birbirini diglayan iki olaydan birine yol agabilir. Ya asir1 mide asidi iretilerek
tilserasyona yol agar ya da kronik enflamasyon mide duvarinda atrofiye ve kotii huylu

¢ikintilara neden olur (Beswick et al. 2006b).

5.1.1 H. pylori Enfeksiyonunun Yas, Cinsiyet ve Semptomlarla Iliskisi

Bu ¢alismanin sonuglari, H. pylori enfeksiyonunun tiim yas gruplarinda mevcut oldugunu
ortaya koymustur. H. pylori enfeksiyonu prevalans orani ortalama 34 yas olarak tespit
edilmistir. Cesitli gelismekte olan tilkelerde, geng yaslarda bile niifusun %80'inden fazlasi
H. pylori bakimindan pozitiftir (Perez-Perez et al. 2004). Banatvala et al. (1993) gelismis
tilkelerde, ¢ocuklarda diisiik enfeksiyon yiizdesinden ileri yas gruplarinda %40 ile 50
enfeksiyon oranlarina kadar ilerleyen bir prevalans artis1 gézlendigini tespit etmistir. Bati
diinyasinda yetiskinler arasinda yeni H. pylori enfeksiyonu insidansi yilda %0,5'ten azdir;
dolayisiyla yaghlar arasinda daha yiiksek enfeksiyon prevalansi, gegmiste daha yiiksek
enfeksiyon oranlarina sahip bir dogum kohortu etkisini yansitmaktadir (Parsonnet 1995).
Giiney Brezilya'da Santos et al. (2005), H. pylori enfeksiyonunun yetiskinler arasinda

diger gelismekte olan iilkelerde oldugu kadar yaygin oldugunu bulmustur.
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Cogu calisma, erkek ve kadinlarin mevcut ¢alismadakiyle yaklasik olarak ayni oranlarda
enfekte oldugunu gostermektedir (You et al. 1998, Hussein et al. 2008). Ayrica, H. pylori
enfeksiyonu ile cinsiyet arasinda bir iliski bulunmamustir (p>0,05). Tsai et al. (2005)
calismasina paralel olarak, Replogle et al. (1995) tarafindan yapilan bir ¢alismada erkek
cinsiyetin enfeksiyon i¢in dnemli bir risk faktorii oldugu bulunmasina ragmen, cinsiyetin

H. pylori enfeksiyonu ile 6nemli dl¢iide iliskili olmadigi bulunmustur.

H. pylori ile enfekte olmus birgok hastada iilser hastaligi olmaksizin tekrarlayan
abdominal semptomlar (lilser dis1 dispepsi) goriilmektedir ve bu hastalarda H. pylori'nin
yok edilmesinde klinik bir fayda oldugu goriilmektedir (Sherman et al. 1999, Moayyedi
et al. 2003). Ayrica, mevcut ¢alisma Sekil 4.3'te hastalarin en yaygin semptomlarinin;
dispepsisi olan kisiler arasinda H. pylori prevalansinin tutarh bir sekilde yiiksek oldugunu
(%59,57) gostermis ve bu da H. pylori enfeksiyonu ile dispepsi arasinda kesin bir iligki
oldugunu ortaya koymustur. Bu sonug, dispepsili Afrikalilar izerinde yapilan ve ortalama
%65 (%60 ile %71 araliginda) prevalans elde edilen diger c¢alismalarin bulgulariyla
uyumludur (Louw et al. 1993, Everhart 2000, Shmuely et al. 2003). Bu durum, Santos et
al. (2005) tarafindan yayinlanan ve etnik koken ve dispeptik semptomlarin varliginin yani
sira cocukluktaki sosyoekonomik kosullarin enfeksiyonla 6nemli 6lgiide iliskili faktorler

oldugunu ortaya koyan verilerle uyumludur.

5.1.2 Farkh yaslardaki enfekte hastalarda serum anti-H. pylori 1gG antikor

titresi

H. pylori enfeksiyonu mukozal bir enfeksiyon olmasina ragmen, siirekli bir sistemik
immiin yanit indiiklenir ve bu enfeksiyonun kronik dogasi nedeniyle, iiretilen IgG
antikorlarini tespit etmek i¢in enzime bagli Immiinosorbent testi (ELISA) kullanilabilir.
Seroloji ile ilgili sorun, bakterinin eradikasyonundan sonra IgG'nin yavasca azalmasi ve
ancak yaklasik 6 ay sonra antikor titresinde %50'lik bir azalma gozlenmesidir (Kosunen

et al. 1992).

Mevcut ¢alismada, H. pylori ile enfekte hastalarda seroprevalans ve immiin yanit, Cizelge

4.3'te serum Orneklerinin %72,3"liniin ELISA ile anti-H. pylori antikorlar1 igin Pozitif
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oldugunu, geri kalan hastalarin ise tanida kullanilan invaziv testlere gore yanlis negatif
olarak degerlendirildigini gostermistir. Bu sonug, antikor seviyesi yeterince yiikselmeden
once yeni bir enfeksiyonu takiben yanlis negatif sonuglarin ortaya g¢ikabilecegini
diistindiirmektedir, ¢ilinkii kronik gastrit olusumunu takiben; sistemik bir humoral yanit
gelisir ve neredeyse tiim enfekte hastalar bakteriye karst serum IgG antikorlarina sahiptir.
Bu durum, ¢ogu bakteriyel enfeksiyona karst ilk humoral immiin yanitin humoral 1gM
yanit1 igerdigini gosteren diger caligmalarla agiklanabilir. Ancak vakalardan biri 14.
giinde mide mukozasinda lokal mukozal IgM yanit1 gostermistir (Sobala et al. 1991a,
Nurgalieva et al. 2005). Hastada enfeksiyon sonrasi 74. giinde saptanabilir bir serum H.
pylori spesifik IgG yanit1 gelismistir (Sobala et al. 1991b). H. pylori ile enfeksiyon, ¢oklu
antijenlere kars1 lokal ve sistemik humoral yanitla sonuglanir (Kimmel et al. 2000,
Tinnert et al. 1997). Serum immiinoglobulin M (IgM) seviyelerinin aksine, serum IgA ve
IgG seviyeleri aylar ve yillar boyunca devam eder ve tedavi edilmemis bireylerde aktif
enfeksiyonla korelasyon gosterir (Blecker et al. 1995, Storskrubb et al. 2005). Bireylerin
yalnizca kii¢iik bir ylizdesinde enfeksiyonu takiben saptanabilir sistemik serokonversiyon
goriilmez (Mégraud 1996). Anti-H. pylori serum IgG seviyeleri, serum IgA
seviyelerinden daha tutarli bir sekilde yiikselir. Sonu¢ olarak, serum IgG
immiinoassayleri, serum IgA analizlerinden daha yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliikler verir
(Laheij et al. 1998). Bir ¢alismada, serum IgG sonucu negatif olan numunelerin
%7'sinden fazlasinda, hastalarin H. pylori enfeksiyonu ile uyumlu semptomlari
oldugunda saptanabilir anti-H. pylori serum IgA seviyeleri bulunmustur (Jaskowski et al.

1997).

Bu calismadaki bulgular, enfekte grubun farkli yaslardaki hastalarinda sistemik immiin
yanitin Cizelge 4.4'te gosterildigi gibi 42 EIU'dan daha yiiksek anti-H. pylori 1gG antikor
titresinin ortalama 39 yasinda bulundugunu, buna karsilik serum anti-H. pylori 1gG titresi
34 EIU'nun altinda olan hastalarin yas ortalamasinin 26 oldugunu géstermistir. Sonuglar,
IgG testinin yetigkin hastalarda oldukg¢a hassas oldugu ve bu nedenle geng¢ yetiskin
dispeptik hastalar i¢in Onerilen test et ve tedavi et yaklasimi i¢in miikemmel bir se¢im
oldugu yoniindeki diger ¢aligmalarla uyumludur (Malfertheiner et al. 2002, Sobala et al.
1991b). Ornelas et al. (2007) Meksika'daki yetiskinlerde H. pylori enfeksiyonu

seroprevalansini %75,4 olarak bulmuslardir ve ¢ocuklarda yetiskinlere gore daha diisiik
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seroprevalans ve serolojinin en iyi tanisal faydaya sahip oldugunu bulan Granstrom et al.

(2008) ile uyumludur.

5.1.3 Biyopsi orneklerinden H. pylori'nin molekiiler tam1 yontemiyle dogrudan

tespiti

Geleneksel PCR, cikarilan biyopsi 6rneklerinde H. pylori'nin ureB ve dupA genlerini
tespit edememistir, bu durum DNA'nin fiksasyon ve gdmme prosediirleri sirasinda hasar
gérmesine neden olabilir ve spesifik DNA izolasyonu ve PCR amplifikasyon protokolleri
gerektirir (Scholte et al. 1997). H. pylori'nin tespiti, bu tiiriin yiiksek prevalansi, diinya
capinda dagilimi ve bu organizmay1 tasiyan ¢ok sayida birey olmasi nedeniyle kritik
onem tagimaktadir (Dale et al. 1998, Feldman 2001, Chanto et al. 2002, Suerbaum and
Michetti 2002). Molekiiler yontemler, 6zellikle PCR ve ger¢ek zamanli PCR, daha
yiiksek hassasiyetleri nedeniyle daha fazla enfeksiyon vakasini tespit etme potansiyeline
sahiptir, ancak teknik olarak zahmetlidir (Ho and Windsor 2000, Chisholm et al. 2001,
Lascols et al. 2003). Bu ¢alisma, H. pylori tanisi igin kullanilan tiim testler negatif sonug
verdiginde negatif grup olarak kabul edilen H. pylori negatif hasta grubunun,
biyopsilerinde H. pylori DNA'sinin tespit edilmedigi Real-Time PCR testi ile

dogrulandigin1 gostermistir.

H. pylori pozitif hasta grubu, ELISA testi ile seropozitif sonu¢ olsun ya da olmasin,
URUT ve/veya olgii yaymasi ile pozitif sonug alindiginda pozitif grup olarak kabul
edilirken, biyopsilerinde Real-Time PCR ile H. pylori DNA's1 tespit edilerek enfeksiyon
dogrulanmistir. Histolojik test altin standart tan1 yontemlerine dahil edilmemistir ¢iinkii
bakteriyel varlik tespit edilmemistir ancak akut veya kronik inflamasyon varligi,
intestinal metaplazi, glandiiler atrofi ve yiizey epitel hiicre hasarlar1 gibi mukozanin
durumu hakkinda temel bilgi saglayan histolojik degisiklikler tespit edilmistir. Mevcut
calismada, antrum biyopsi Ornekleriyle yapilan lam baski yayma testi harig, tiim tani
testleri (PCR ve seroloji) H. pylori ile enfekte hastalarin teshisi i¢in olduk¢a dogrudur ve
bu test daha diigiik bir bakteri tespiti gostermemektedir. H. pylori enfeksiyonu prevalansi

hastalarin %56,66'sinda tespit edilmistir. Serumda anti H. pylori IgG tespit eden ticari
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ELISA kitleri, komplike olmayan enfeksiyonlart olan hastalarin birincil taramasi i¢in

tercih edilen serolojik testlerdir (Laheij et al. 1998).

H. pylori'ye karsi antikorlarin saptanmasi aktif enfeksiyonu gosterir, ancak diger tani
testlerinde oldugu gibi, bir kisinin ne kadar siiredir enfekte oldugunu veya enfeksiyonun
siddetini belirlemek zordur. H. pylori'ye karsi antikorlar1 tespit eden serolojik testlerin
gastrik kolonizasyonun oldukca hassas ve spesifik gostergeleri oldugu kanitlanmistir ve
cok sayida kisiyi hizli bir sekilde taramak i¢in kullanilabilir (Parsonnet 1995). Tedavi
edilmemis enfeksiyonlar dogal bagisiklik tepkisi ile ortadan kaldirilmaz ve antikor titresi
enfeksiyonun kronikligini yansitacak sekilde uzun siire boyunca nispeten sabit seviyede
kalir. IgG seviyeleri yaklasik 2 yil boyunca siirekli yiiksek kalirken, IgA ve IgM seviyeleri
tespit edilememistir. Bu sonuglar, atrofik korpus gastriti olan hastalarin genellikle
helikobakter serolojisinin pozitif oldugu, ancak mikroskobik incelemenin negatif oldugu
(Karnes et al. 1991, Testoni et al. 1996), biyopsi 6rneklerinin kiiltiiriiniin ve hatta {ire
nefes testinin helikobakter negatif kaldigi, H. pylori organizmalarinin sayisinin biyopsi
yontemleriyle tespit edilemeyecek kadar azdir (Kokkola et al. 2000). Tedaviden sonra
hizla diisen antikor titrelerinin gosterdigi gibi, bu 6zel hastalar hala enfekte olabilir

(Kokkola et al. 1998).

Ancak gastroskopi Oncesi salgi Onleyici tedaviler histoloji, kiiltiir ve iireaz testlerinde
yanlis negatif sonuglara yol agabilir (Chey et al. 1996). Kronik gastritte yaygin bir bulgu
olan bagirsak metaplazisi alanlarinda H. pylori'nin bulunmadigi da bilinmektedir. Atrofik
gastrit, H. pylori i¢in uygun olmayan bir durumdur ve daha az yogun H. pylori varligina
neden olur (Broutet et al. 2003, McColl et al. 1998) ve AG veya IM'nin ilerlemesi, H.
pylori'nin mide mukozasindan disart ¢ikmasina neden olur (Kang et al. 2006). H.
pylori'ye kars1 etkili olan herhangi bir antibiyotik midedeki bakteri sayisinda azalmaya
neden olacaktir (Marshall 1993). Kronik aktif gastriti olan ancak slaytlarda bakteri
bulunmayan vakalar vardir. Bunun temel nedeni muhtemelen UFE'lerin kontrolsiiz
kullanimidir. Aslinda 4 hafta boyunca monoterapi olarak uygulanan omeprazol hem
antrumda hem de korpusta bakteri yogunlugunu azaltir (Graham et al. 1996). Basarisiz
bir yok etme tedavisi, PPI veya antibiyotik tiiketimi, bakterilerin tipik bir morfolojiden,

tan1 konulmasina izin vermeyen kokoidal bir forma doniismesini tetikleyebilir (Chan et
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al. 1994). Bu calismada boyali biyopsi materyalinin mikroskopisi ile elde edilen
sonuclarin daha az pozitif ¢ikmasina katkida bulunan bir faktor olabilir. Ayrica RUT son
derece degerlidir ¢iinkii hasta endoskopik odadan ¢ikmadan 6nce H. pylori enfeksiyonu

acisindan olumlu sonug verir (Yakoob et al. 2005).

Molekiiler testlerin kullanilmaya baslanmasiyla duyarlilikta 6nemli bir gelisme meydana
gelmistir (Oleastro et al. 2003). Yeni bir yontemin referans yontemden daha duyarli
oldugu her zaman oldugu gibi, sonuglarin hatali pozitif olmadiginin kanitlanmasi gerekir.
Bir olasilik, enfeksiyonun gercekligini dogrulamak icin hastanin birka¢ ay boyunca takip
edilmesidir. Mide biyopsi 6rnekleriyle ugrasirken 6zgiilliik genellikle bir sorun degildir.
Ancak laboratuvardaki endoskoplar (Roosendaal et al. 1994) veya kesme aparatlar1 dogru
sekilde temizlenmediginde hatali pozitif sonu¢ olasiligt ortaya c¢ikar. Bu tiir
kontaminasyonu onlemek i¢in endoskopi odasinda siki temizlik prosediirlerinin ve
laboratuvarda  tek  kullanimlik  malzemelerin ~ kullanilmas1  tavsiye  edilir.
Immiin/inflamatuar Yanit ile Iliskili CD54 Molekiili Yakin zamanda CD54 ile
iligkilendirilen immiin yanitlara yol agan c¢esitli fonksiyon ve sinyaller, bu molekiiliin
fonksiyonlar1 hakkinda agiga c¢ikarllacak c¢ok daha fazla seyin oldugunu

diistindiirmektedir.

Bu ¢alismada H. pylori ile enfekte hastalardan alinan gastrik biyopsilerde CD54
ekspresyonunun incelenmesi amaciyla immiinohistokimya uygulanmstir. Ilging bir
sekilde, CD54 ekspresyonu enfekte olmamig dokuda belirgin, ancak enfekte olmus doku,
H. pylori pozitif ve negatif vakalar arasinda olduk¢a anlamli bir farkla (p=0,0001) CD54
ekspresyonunda belirgin bir artig gostermistir (Sekil 4.7). Doku ayrica lamina propriada
CD54'i eksprese eden baska hiicrelere de sahiptir. Anti-CD54 klon LN-2 antikorlari
kullanilarak yapilan spesifik boyama, CD54 ekspresyonunun en yiiksek yogunlugunun
hiicrelerin apikal tarafi boyunca meydana geldigini ve bazolateral tarafta soluk
boyamanin tespit edildigini gostermistir. Bu sonuglar H. pylori enfeksiyonu ile CD54
ekspresyonu arasinda bir korelasyon oldugunu gostermektedir. CD54'lin yiiksek
ekspresyonu ile lokal 1L-6 ve TNF-Alfa sitokinlerinin yiiksek skorlu varlig1 arasinda son
derece anlamli bir iligki bulunurken (p=0,0001), negatif H. pylori vakalarinda ise yalnizca

anlamli bir iliski vardir (p=0,0001). Diisiik CD54 ekspresyonu ile diisiik skorlu lokal
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TNF-alfa varlig1 arasindaki fark Cizelge 4.7 ve Cizelge 4.8’de gosterilmistir. iltihaplh
dokuda CD54 ekspresyonunun arttirilmasi; Helicobacter pylori enfeksiyonu sirasinda
mide inflamatuar hiicreleri tarafindan in vivo olarak aktif olarak iiretilen TNF-alfadir. Bu
sonuglar, H. pylori'nin yiiksek diizeyde ifade edildigi bulunan siif II major doku
uyumluluk kompleksi (MHC) ile iliskili degismez zincir (CD54) ile etkilesimini aragtiran
Beswick et al. (2005a) tarafindan yaptiklar1 calismada agiklanmustir. Gastrik epitelyal
hiicreler tarafindan CD54'tin H. pylori ile gastrik epitelyal hiicre etkilesiminde bir rol
oynadigimi ve NF-KB'nin IL-8 salgilanmasiyla sonuglandigini sinyalledigini One

stirmiislerdir.

Ayrica, CD54 yiizey ekspresyonu IFN-y tedavisiyle veya CD54 ile transfekte edilmis
fibroblast hiicreleriyle artirildiginda bakteriyel baglanma artarken, CD54 bloke edici
antikorlar, CD54'lin enzim boliinmesi ve CD54 kapli bakterilerle baglanma azaldi. H.
pylori'nin smif II MHC yoklugunda afiniteyle saflagtirilmis CD54'e dogrudan baglandigi
da gosterilmistir. Hiicreler tarafindan artan CD54 ekspresyonu, H. pylori'ye yanit olarak
IL-8 tiretimini artirmig ve CD54'li bloke eden ajanlar, bu yanitlari azaltmistir. Bu nedenle
bakterilerin mide mukozasina yapigsmast H. pylori enfeksiyonunun ilk adimlarindan
biridir ve 6nemli bir viriilans faktoridiir. Pek ¢ok farkli H. pylori adezinin tanimlanmig
olmast, bagliligin ¢ok faktorlii bir siire¢ oldugunu ima etmektedir (Labigne ve De Reuse

1996).

5.1.4 H. pylori enfeksiyonunun patojenik ve immiin mekanizmasinda sitokinlerin

ve inflamatuar hiicrelerin rolii

H. pylori enfeksiyonunun patogenezi kismen immiinolojik yanita baghdir. Cesitli
interlokinler ve kemokinler, dogal ThO yanitint Thl, Th2 veya karistk Thl ve Th2
yanitina doniistiirerek enflamatuar siirecin ilerlemesinde rol oynar (Velin and Michetti
2006).

Bu calismada, enfekte ve enfekte olmayan hastalarin serumunda IFN-y ve IL-6
sitokinlerinin seviyesini belirlemek i¢in EASIA testi kullanilmistir. IL-6 seviyesi tiim

hastalarin serumlarinda tespit edilmemis, enfekte hastalarin ¢ogunda iilser olmayan
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dispepsi oldugu ve lokal immiin yanitin H. pylori enfeksiyonunda ana bulgu oldugu 6ne
stiriilmiistiir. Ohara et al. (2001), H. pylori pozitif peptik {ilser hastasinin serumunda IL-
6 ve IL-8 seviyesinin arttigin1 bulmustur. Bu ¢alismada, H. pylori ile enfekte ve enfekte
olmayan kisilerden alinan antral biyopsi drneklerinde lokal TNF-alfa ve IL-6 yanitlarinin
karakterizasyonu Immiinohistokimyasal bir teknikle yapilmustir. Sekil 4.8 ve Cizelge
4.8'de gorildigi gibi, halihazirda galisilan sitokinlerin H. pylori ile enfekte olmus
bireylerde, enfekte olmamis bireylerdeki seviyelerine kiyasla anlamli bir farkla (p <0,05)
arttig1 bulunmustur, bu sonuglar Goll et al. (2007)’nin ¢esitli klinik ortamlarda yiiksek
hassasiyetli kantitatif Gergek Zamanli polimeraz Zincir Reaksiyonu teknigi ile dogal H.
pylori enfeksiyonunda upstream, adaptif ve diizenleyici sitokin gen ekspresyonlarinin bir
kombinasyonunu 06l¢tiigii bulgularla uyumludur. Elde ettikleri sonuglar, hem Th1 hem de
Th2 sitokinlerinin yukari regiilasyonu ile karisik bir adaptif immiin yanit profili

gostermistir.

Ayrica bu ¢alisma, Lindholm et al. (1998), gastrik epitel hiicrelerinin, aktif sitokin tiretimi
ya da lamina propria veya intraepitelyal 16kositler tarafindan iiretilen sitokinlerin alimi
yoluyla H. pylori enfeksiyonuna karsi proinflamatuar sitokin yanitina 6nemli 6lgiide
katkida bulundugu yoniindeki onerisiyle de uyumludur. Ayrica, H. pylori ile enfekte
olmus bireylerde enfekte olmamis bireylere kiyasla IFN- y'nin yukar1 regiilasyonunun
bulunmasi, H. pylori ile enfekte olmus mukozada baskin bir Thl yaniti oldugunu one
siren onceki c¢alismalarla uyumludur (D'Elios et al. 1997a, Bamford et al. 1998,
Lindholm et al. 1998). Bu ¢alismada, mide epitel hiicrelerinin IFN-y-spesifik boyanmasi
ve MNC'lerin lamina propriyaya sizmasi enfekte ve enfekte olmayan vakalar arasinda
onemli Ol¢iide farkli bulunmustur (p=0,0001) (Cizelge 4.9). Lindholm et al. (1998),
epitelyal IFN-y boyanmasinin muhtemelen reseptore bagli IFN-y'y1 yansittigini, ¢iinkii bu
sitokinin sadece T hiicreleri ve NK hiicreleri tarafindan iiretildigini One siirmiistiir.
Ayrica, pozitif MNC'li biyopsi 6rneklerinde bulunmasi, sitokinin H. pylori ile enfekte

mukozada lokal olarak hapsedildigini diisiindiirmektedir.

H. pylori bakterileri noninvaziv oldugundan ve mide limeninde kaldigindan, kalict bir
lokal Thl yaniti, histolojik degisikliklere gdre hiicre aracili immiin yanitlar yoluyla

onemli doku hasarina neden olabilir. Cizelge 4.3'e gore, enfekte vakalarin cogunda orta
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dereceli CG goriiliirken, enfekte olmayan vakalarda hafif dereceli CG goriilmiistiir ve
aralarindaki fark anlamli bulunmustur (p<0,05). Bu sonuglar, Thl hiicreleri tarafindan
IFN-y ve TNF-o iretiminin epitelde IL-8 de dahil olmak iizere bir¢cok genin
ekspresyonunu artirabildigini ortaya koyan diger ¢alismalarla agiklanabilir (Yasumoto et
al. 1992). Ayrica, bu sitokinler bakteriyel baglanmayi artirir (Fan et al. 1998) ve
bakteriyel yiikiin artmasia katkida bulunabilir (Lehmann et al. 2002). Thl hiicreleri
ayrica epitel hiicre apoptozunu (Wagner et al. 1997, Fan et al. 1998) ve hayvan
modellerinde inflamasyon, atrofi ve displaziyi artirir (Smythies et al. 2000, Eaton et al.
2001).

Bu c¢alismada ayrica, H. pylori ile enfekte hastalardan alinan biyopsi Orneklerinde
proinflamatuar sitokin (IL-6) diizeylerinde ve spesifik olarak IL-6 ile boyanan MNC ve
PMN hiicrelerinin sayilarinda artis tespit edilmistir ve bu fark anlamli bulunmustur
(p<0,05), daha once bildirildigi gibi, birgok calisma H. pylori enfeksiyonunun mide
mukozasinda artmig IL-6 iiretimi ile iligkili oldugunu gostermistir (Yamaoka et al. 1997,
Ando et al. 1998, Furukawa et al. 1998, Lindholm et al. 1998, Lu et al. 2005, Yamaoka
et al. 1997). Immiinohistokimya, IL-6'nin H. pylori enfeksiyonunda hem gastrik epitel
hiicrelerinden hem de gastrik mukozay1 infiltre eden inflamatuar hiicrelerden bol
miktarda eksprese edildigini ve salgilandigimi géstermistir (Furukawa et al. 1998). Bu
calismada gosterildigi gibi mide epitel hiicrelerinde IL-6'nin varligi, Lindholm et al.
(1998) bu sitokinin mide epiteli iizerinde etkileri olabilecegi 6nerisiyle uyumludur. Yakin
zamanda Odenbreit et al. (2006), makrofajlarin H. pylori enfeksiyonu {izerine mide
mukozasinda IL-6'nin ana kaynagi olabilecegini ve IL-6 salgilamak i¢in makrofajlarin H.
pylori tarafindan aktivasyonu ve uyarilmasinin proteinli ve proteinsiz bilesikler de dahil
olmak iizere ¢oklu faktorlerden kaynaklandigint bulmuslardir. Ayrica, Kaparakis et al.
(2008), makrofajlarin Helicobacter enfeksiyonu ile indiiklenen gastritte merkezi bir role
sahip oldugunu ancak H. pylori'ye 6zgii antikor yanitlarini etkilemedigini ve etkinin
biiylik olasilikla sitokin salgilanmasi ve/veya antijen sunumuna bagli oldugunu murin

modelinde gdstermislerdir.

Ayrica, proinflamatuar bir sitokin olan IL-6, inflamasyonun ¢dziilmesinde énemli bir

aracidir. Bir enfeksiyonun erken, agirlikli olarak nétrofilik asamasi ile daha siirekli
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mononiikleer hiicre akini arasindaki gegisi destekler. Mide mukozasinda bu sitokinlerin
tiretimi, polimorfoniikleer infiltrasyonlarla siddetli bir inflamasyon olan H. pylori
gastritinin histolojik tablosuyla iliskilidir (Sobala et al. 1991a). Bu ¢alismada, histolojik
bulgularla elde edilen sonuglar, Cizelge 4.3, enfekte ve enfekte olmayan hastalar arasinda
ACG ve SED'de anlamli bir fark (p<0,05) ortaya koymustur, bu sonuglar H. pylori
notrofil aktive edici proteininin endotel hiicrelerine notrofil yapismasini tesvik etmesi ve
monosit ve notrofillerin kemotaksisini uyarmasi, plazma membraninda nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat oksidaz kompleksinin toplanmasini ve ardindan reaktif oksijen
ara Uriinlerinin iiretimini azaltmasi ile agiklanabilir (Yamaoka et al. 2002). H. pylori
gastriti sirasinda mevcut olan inflamatuar ortamda, TNF-a ve IFN-y ndtrofilleri
hazirlayabilir ve H. pylori nétrofil aktive edici proteinin etkilerini gii¢lendirebilir.
Makrofajlarin ve nétrofillerin ise alinmasi ve aktivasyonu diger enflamatuar aracilarin
salinmasina neden olur. H. pylori ile enfeksiyon sirasinda mide mukozasinda

indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ekspresyonunda artis gozlenmistir (Gobert et al. 2002).

Buna ek olarak, baz1 antral kesitler, TNF alfa monoklonal antikorunun pozitif enfekte
vakalarin vaskiiler endotelyal hiicrelerini boyadigini gostermistir. H. pylori enfeksiyonu
endotelyal hiicreleri IL-6 salgilanmasi igin uyarmaktadir, bu sonuglar (Mai et al. 1991,
Innocenti et al. 2002) ile uyumludur. Buna ek olarak, enfekte olmamis biyopsi
orneklerinin immiinohistokimyasal c¢aligmasinin sonuglari, mide mukozasinin lamina
propriyasinda az sayida hiicrenin bulundugunu ve IFN-y ve IL-6 monoklonal antikorlari
ile boyandigin1 gostermistir, bu sonug diger ¢aligmalarin bulgulariyla uyumludur (Solcia
et al. 1994, Witteman et al. 1995). Enfekte olmamis mide epitelinde IL-6 bulmamiz, bu
sitokinlerin diger caligmalarda agiklandig1 gibi (Shirota et al. 1989, Lindholm et al. 1998)

normal epitel hiicre fonksiyonlar lizerinde de etkileri olabilecegini gostermektedir.

Son olarak, bu ¢alismada ve diger raporlarda IL-6 ve IFN- y sitokinlerinin varlig1, gastrik
mukozada H. pylori kolonizasyonunun, bu sitokinlerin iiretimine neden olarak konakg1
l6kositlerin toplanmasina ve aktivasyonuna neden olarak doku hasarina yol agtigini
gostermektedir. Karigtk Th1-Th2 ve Trl yanit1 kronik enfeksiyonu tesvik edebilir ve
patojenin temizlenmesini engelleyebilir, son g¢alismalar CD4+CD25+ diizenleyici T

hiicrelerinin (Treg) in vivo mikrobiyal antijenlere karsi aktive edilebilecegini ve
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genisletilebilecegini gdstermektedir. Hem deneysel olarak enfekte farelerde hem de dogal
H. pylori enfeksiyonu olan insanlarda elde edilen bulgular, Treg'in H. pylori ile enfekte
konag1 asir1 gastrik enflamasyona kars1 korumada 6nemli oldugunu ancak ayni zamanda
H. pylori kolonizasyonunu tesvik ederek duodenal iilser riskini artirabilecegini
gostermektedir (Meyer et al. 2000, Raghavan and Holmgren 2005). Ancak Treg hiicreleri,
bu enfeksiyon sirasinda T hiicrelerinin aktivasyonunun olmamasinin agiklamasi
olmayabilir. Bunun yerine CTLA-4'in aracilik ettigi bir anerji sz konusu olabilir
(Anderson et al. 2006).
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6. SONUC VE ONERILER

Gastroduodenal hastalar arasinda H. pylori enfeksiyonu prevalansi %56,66 olarak tespit
edilmistir. Biyopsi 6rneklerinde H. pylori enfeksiyonu tanisinda 6nemli molekiiler testler
ureB ve dup A genlerine bagh olarak yapilimistir. 1L-10 hari¢ IL-6, IL-8 ve TNF-a
diizeyleri H. pylori ile enfekte hastalarda saglikli bireylere kiyasla artmistir. Antral sitokin
yaniti Thl tipinde olup H. pylori enfeksiyonu sirasinda mide mukozasinda TNF alfa
salinimi 6nemli Slgiide artarken IL-10 salinimi artmamistir. Bu nedenle, Thl yanmit1 H.
pylori enfeksiyonuna karsi koruma ile degil gastrik patoloji ile iligkilendirilmistir. H.
pylori enfeksiyonu IL-8 CD54'ii indiikleyerek siddetli inflamasyona neden olabilirken,
saglikl bireylerin IL-8'1 indiikleme yetenegi zayiftir ve CD 54 hafif inflamasyona neden

olabilir.

Bu bilgiler dogrultusunda, H. pylori ile iligkili antral gastritte sitokin aktivitesinin
histolojik siddetle korelasyonunun incelenmesi ve Gastrik karsinomlu hastalarda viriilans
faktorii CagA genotipinin incelenmesi ve Onerilen galigmanin sonuglarinin VacA gibi

baska bir viriilans faktorii ile karsilastirilmasi onerilmektedir.
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