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OZET

Klaritromisin ve Alpinia Officinarum Ekstrakti iceren
Polikaprolakton Nanopartikiillerinin Sentezi,
Karakterizasyonu ve Etkinliklerinin Helicobacter Pylori

ve Mide Kanseri Hiicreleri Uzerinde In Vitro incelenmesi

Bikre KIRAN

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Yuksek Lisans Tezi

Danisman: Dog¢. Dr. Emrah Sefik ABAMOR

Diinya Saghk Orgiitii tarafindan sinif 1 karsinojen kabul edilen Helicobacter pylori
(H. pylori), Diinya niifusunun yaklasik %50’inde goriilmekle birlikte tilser, mukozal
atrofi, gastrik lenfoma ve gastrik karsinom gibi hastaliklara neden olmaktadir. H.
pylori’nin mevcut tedavisinde Kklaritromisin, metronidazol ve levofloksasin gibi
antibiyotikler ve proton pompa inhibitorleri kullanilmaktadir. Ancak, artan
antibiyotik direngliligi tedavide basarisizliga neden olmaktadir. Son yillarda,
antibiyotik direncliligiyle miicadele edebilmek icin nanoteknolojiye dayali alternatif
tedavi yaklasimlar arastirilmaktadir. Biyouyumlu, biyobozunur ve non-toksik bir
polimer olan polikaprolakton, terapoétik bilesenlerin  enkapsiilasyonuyla
olusturulan nanopartikiiler tasiyici sistemlerin gelistirilmesinde kullanilmaktadir.
Alpinia officinarum ekstraktinin antikanser ve antibakteriyel ozelliklere sahip
oldugu bilinmekle birlikte literatirde bu ekstraktin anti-helicobacteriyel
etkinliginin incelendigi herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ayrica, Alpinia

officinarum’un polikaprolakton nanopartikiillerine tek basina ya da herhangi bir
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antibiyotik ile enkapsiilasyonu iceren herhangi bir calisma da literatiirde
bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasinda, H. pylori'nin birinci basamak tedavisinde
kullanilan antibiyotiklerden biri olan klaritromisine karsi gelisen antibiyotik
direncini azaltarak antibiyotigin tedavideki etkinligini artirmak amaciyla
Klaritromisin ve Alpinia officinarum  ekstrakti yiiklii  polikaprolakton
nanopartikiillerinin sentezi, karakterizasyonu, Helicobacter pylori tizerinde
antibakteriyel ve H. pylori'nin de neden oldugu mide kanserine karsi ise antikanser
etkinliliginin incelenmesi amag¢lanmistir. Bu amacla, ekstrakt ve/veya klaritromisin
polikaprolakton nanopartikiillerine kapsiillenerek, SEM, FTIR, UV-VIS, DLS ile
karakterizasyonu gerceklestirildi. Nanopartikiillerin antibakteriyel aktiviteleri,
ATCC 700824 H. pylori susu, sitotoksik aktiviteleri ]774 makrofaj hiicreleri,
antikanser etkinlikleri ise mide kanseri hiicreleri (AGS ATCC CRL-1739) tlizerinde in
vitro incelendi. Makrodiliisyon yontemiyle elde edilen sonuglar, klaritromisin ve
ekstrakt iceren polikaprolakton nanopartikiillerinin tek basina ila¢ veya ekstrakt
iceren nanopartikiillere kiyasla daha fazla antibakteriyel etkinlik gosterdigini
ortaya c¢ikarmistir. Ayrica, Ozellikle Alpinia officinarum ekstrakti igeren
polikaprolakton nanopartikiillerinin mide kanseri hiicrelerinin canliligini biiytik
oranda azalttigl belirlenmistir. Antibiyotik ve ekstrakt yiiklii polikaprolakton
nanopartikiillerinin anti-helicobacteriyel aktivitesinin yani sira mide Kkanseri
hiicreleri lUizerinde gostermis oldugu antikanserojen etkinlik H. pylori aracili mide
kanserinin tedavisinde timit vericidir. Bu tez calismasinda elde edilen veriler ilag ve
ekstrakt yiikli polimerik nanopartikiiler tasiyici sistemlerin, ila¢ direncliliginin
giderilmesinde alternatif bir terapi olarak biiyiik bir potansiyele sahip oldugunu

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Alpinia officinarum, Helicobacter pylori, nanopartikiil,

polikaprolakton
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ABSTRACT

Synthesis, Characterization of Polycaprolactone
Nanoparticles Containing Clarithromycin and Alpinia
Officinarum Extract and Examination of Their Activities

on Helicobacter Pylori and Stomach Cancer Cells In Vitro

Bukre KIRAN

Department of Bioengineering

Master of Science Thesis

Advisor: Assoc. Prof. Dr. Emrah Sefik ABAMOR

Helicobacter pylori, which is accepted as a class 1 carcinogen by the World Health
Organization, is seen in approximately 50% of the world population, causes diseases
such as mucosal atrophy, gastric lymphoma, and gastric carcinoma. Antibiotics such
as clarithromycin, metronidazole are used in the current treatment of H. pylori.
However, increasing antibiotic resistance causes treatment failure. For this reason,
research has been conducted on alternative treatment approaches based on
nanotechnology in recent years to combat antibiotic resistance. Polycaprolactone is
used in the development of nanoparticle-based carrier systems by encapsulating
therapeutic components thanks to its biocompatible, biodegradable, non-toxic
properties. Although it is known that Alpinia officinarum extract has anticancer and
antibacterial properties, there is no study investigating the anti-helicobacterial

efficacy of this extract in the literature. At the same time, there were no studies in

xviii



the literature involving encapsulation in polycaprolactone nanoparticles of Alpinia
officinarum alone or with any antibiotic. In this thesis study, antibiotic and extract
loaded polycaprolactone nanoparticles were aimed to synthesized to reduce the
antibiotic resistance developing against clarithromycin, one of the antibiotics used
in the first-line treatment of H. pylori, and to increase the effectiveness of the
antibiotic in treatment. Alpinia officinarum extract and/or clarithromycin were
encapsulated in polycaprolactone nanoparticles and characterization of synthesized
nanoparticles were performed by SEM, FTIR, UV-VIS, DLS analysis. In vitro
antibacterial activities of the nanoparticles were investigated on ATCC 700824 H.
pylori strain. Biocompatibility, cytotoxic and anticancer activity of nanoparticles
were investigated on the J774 macrophage cell line and stomach cancer cell line
(ATCC CRL-1739). The results obtained by the macrodilution method revealed that
PCL nanoparticles containing the combination of clarithromycin and extract showed
more antibacterial activity than nanoparticles containing drugs or extracts alone. On
the other hand, it was revealed that PCL nanoparticles especially containing extract
significantly reduced the viability of AGS gastric cancer cells. The data obtained
within the scope of this thesis study show that drug and extract loaded polymeric
nanoparticle carrier systems have a great potential as an alternative therapy in

eliminating drug resistance.

Keywords: Alpinia officinarum, Helicobacter pylori, nanoparticle, polycaprolactone
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Helicobacter pylori, insanlarin mide mukozasinda kolonize olan, gram negatif ve
bulasici bir mikroorganizmadir. H. pylori ile enfekte olmus insanlarla ilgili mevcut
tahmin, diinya nifusunun yaklasik 4,4 milyaridir [1]. H. pylori'nin gorilme siklig
ayni llke icinde farkl bolgelerde bile degismekle birlikte Afrika’da %79,1, Latin
Amerika ve Karayiplerde %63,4 ve Asya'da %54,72 olarak tespit edilmistir [2].
Bakterinin neden oldugu enfeksiyon, kronik gastrit, peptik tlser ve mide kanseri
gibi O6nemli gastrointestinal sistem hastaliklarina neden olmaktadir. Ayrica
Parkinson hastaligini tetiklediginden veya kotiilestirdiginden de
stiphelenilmektedir [3]. Son yillarda yapilan calismalarda, Helicobacter pylori'nin
Parkinson hastaligiyla iliskisine benzer bir¢ok noérolojik, dermatolojik, hematolojik,
kardiyovaskiiler, metabolik, alerjik hastaliklarin patojenik mekanizmalarinda
bakterinin potansiyel bir rolii oldugu klinik ekstragastrik bulgulara da dayanarak
ileri surilmektedir [4]. H. pylori pozitif bireylerin %15-20’sinde enfeksiyon ile
iligkili hastaliklar gelismesine ragmen enfekte kisilerin cogu asemptomatiktir [5]. H.
pylori enfeksiyonunun tedavi edilmesi, mukoza ile iligkili lenfoid doku (MALT)
lenfomasinin gerilemesine neden olmaktadir ve son zamanlarda mide kanserinin
tedavisi icin Onleyici bir yaklasim olarak kabul edilmektedir [6]. Ayrica,
Helicobacter pylori enfeksiyonu gastrik adenokarsinom icin bilinen en giiclii risk

faktorudur [7].

H. pylori'nin mevcut tedavisi amoksisilin, klaritromisin, metronidazol ve
levofloksasin gibi antimikrobiyal ajanlarin ve proton pompasi inhibitérleri gibi
antisekretuar ajanlarin kombinasyonuna dayanmaktadir [8]. Konvansiyonel
antibiyotikler ve proton pompa inhibitorleri kullanilarak optimal tedaviler
saglamak icin bir dizi terapdtik rejimi 6zetleyen bir¢ok kilavuz olusturulmustur [6].
Bu antibiyotik rejimleri arasinda klaritromisin bazl tglii tedavi, bizmut bazli dortli

terapi, eszamanli terapi, ardisik terapi ve levofloksasin bazl ikincil tedavileriler yer
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almaktadir. Bununla birlikte, ideal tek bir terapi yonteminin olmamasi, H. pylori ile
miicadelede buyik bir sorun olusturmaktadir. Enfeksiyonla savasmak icin
uygulanan bir¢ok antibiyotigin yani sira, antimikrobiyal direngliligin hizla artis1 da

H. pylori'nin ortadan kaldirilmasini engellemektedir.

Hasta uyumu ve diger cevresel faktorler kismen dahil olsa da H. pylori'nin
tedavisindeki basarisizliklar esas olarak antibiyotik direncliligine dayanmaktadir. H.
pylori suslari arasinda antibiyotik direnci, prevalansi farkli cografi bolgelerde
degisiklik gostermektedir [9]. Amoksisilin ve tetrasikline kars:i direnglilik ¢ogu
tilkede tedavide kullanilan diger antibiyotiklere kiyasla daha diistiik olmakla birlikte
amoksisilin ve tetrasiklinin tedavide tek basina kullanimlarinin etkili olmadigi
bilinmektedir [10]. Bu nedenle, H. pylori'ye yonelik tedavide klaritromisin,
metronidazol ve levofloksasin direngliligi H. pylori'yi ortadan kaldirmak i¢in kritik
oneme sahiptir. H. pylori'nin klaritromisine direnci Asya'da %85,5; Avrupa'da
%72,4; Amerika'da %70,6; Afrika'da %29; ve Okyanusya'da %9 Iran'da 2%10,
Tiirkiye'de ise 2%20 olarak bildirilmistir [11]. Metronidazole yonelik direng
standart Ucli rejimin tedavi etkinligini de onemli 6lciide azaltmasi sebebiyle
onemlidir. Metronidazol direngliligi bircok Avrupa tlilkesinde artmakta ve Avrupa'da
diren¢ %14 ila %33 arasinda degismektedir [12]. Kocazeybek ve ark. Turkiye'deki
birincil H. pylori antimikrobiyal diren¢ oranlarinin klaritromisin igin %?24,86;
metronidazol icin %33,75; levofloksasin i¢in %23,77; amoksisilin i¢cin %0,97 ve
tetrasiklin icin %3,51 oldugunu belirtmislerdir [13]. Meta analizlerle birlikte en son
diinya ¢apindaki raporlar, H. pylori enfeksiyonunu tedavi etmek icin mevcut olan
antibiyotiklerin etkinliginin 6nemli 6l¢liide azaldigini gostermektedir. Ayrica, ¢coklu
ilaca direngli H. pylori suslarinin ortaya ¢ikmasi da tedavideki basarisizhig

arttirmaktadir.

H. pylori'ye karsi tedavi rejimlerinin nihai hedefi, mevcut tedavi yontemleriyle
miimkiin olmayan %90’dan fazla inhibe edici oranlara sahip olmaktir. Ancak artan
antibiyotik direngliligi H. pylori'nin tedavisindeki her gegen giin basar1 oranlarini
diistirmektedir. Bu nedenle arastirmacilar nanopartikiiler yaklasimlar gibi alternatif
tedavi yontemleriyle ilgilenmektedir. Nanopartikiiller, biyouyumlu, biyobozunur,

non-toksik ve immiinojenik olmamakla viicudun cesitli bolgelerine ve ayni zamanda



uzun sureli ila¢ sunma kabiliyetine sahiptir [14]. Nanopartikiiller ile transdermal,
inhalasyon, intravendz ve oral gibi ¢esitli yollarla ila¢g tasinimi yapilabilmektedir.
Oral yolla ila¢ uygulamasinda nanopartikiillerin kullanimi, terapotik bilesenlerin
gastrointestinal sistemdeki enzimlerden korunarak biyoaktivitesinin artmasini

saglamaktadir [15].

Polimerik nanopartikiillerin, yiiksek endositoz yetenegi, ilaglarin ve diger terapotik
ajanlarn yiiksek kapsiillenme kapasitesi ve aktif veya pasif hedeflendirilebilmesi
sayesinde tedavi edici bilesenlerin kontrollii salimi i¢in siklikla tercih edilmektedir
[16, 17]. H. pylori'nin tedavisinde kitosan, gliadin ve PLGA gibi polimerik
nanopartikiillerin ila¢ tasiyici olarak tedavide etkinliginin arastirildigr ¢calismalar

literatiirde mevcuttur [18-20].

Glintimiizde H. pylori enfeksiyonu dahil olmak tizere bir¢ok enfeksiyon, kanser vb.
hastaliklar i¢in bitkisel ekstraktlarinin veya bilesiklerinin etkinliginin incelendigi
bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir [21]. Bitkisel ekstrakt ve yaglarda bulunan fenolikler,
polifenoller, flavonoidler, kinonlar, kumarinler, terpenoidler, alkaloidler gibi
metabolitlerin antibakteriyel etkinlige sahip oldugu kanitlanmistir [22]. Alpinia
officinarum (havlican) bitkisi ucucu yaglar, flavonoidler, diarilheptanoidler,
fenilpropanoidler, glikozitler, flavonoidler ve flavonoid aglikonlar1 gibi bir¢cok
biyoaktif bilesenlere sahiptir [23]. Diarilheptanoidler ise antiinflamatuar,
antitiimor, antikanserojen, antiviral, antiemetik ve anti-H. pylori etkileri dahil olmak
lizere bircok fizyolojik fonksiyona sahip havlicanin ana karakteristik
bilesenlerinden biridir [24]. Haeng-Byung Lee ve ark. A. officinarumdan izole edilen
bilesen diarylheptanoid 5-hidroksi-7-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1-fenil-3-
heptanon izolasyonunu gerceklestirerek anti-Helicobacteriyel aktiviteye sahip
oldugunu gostermislerdir [25]. Ancak, Alpinia officinarum ekstraktinin H. pylori’nin
inhibe edilmesinde etkinliginin incelendigi herhangi bir calismaya literatiirde
rastlanmamistir. Calismamiza kadar Alpinia officinarum ekstrakti tek basina veya
herhangi bir antibiyotik ile polimerik nanopartikiillere enkapsiile edilerek

antibakteriyel ve antikanserojen etkinligi incelenmemistir.



1.2 Tezin Amaci

Bu tez calismasinin amacini; Helicobacter pylori tedavisinde kullanilan klaritromisin
antibiyotigi ile diarylheptanoid ve flavonoid gibi sahip oldugu metabolik
bilesenlerinin antibakteriyel etkinligi bilinen Alpinia officinarum ekstraktinin tek
baslarina ve birlikte kombinasyon halinde polikaprolakton polimerine enkapsiile
edilmesiyle gelistirilen nano-formiilasyonlarin H. pylori bakterileri tizerindeki in
vitro antibakteriyel etkinliklerinin incelenmesi olusturmaktadir. Ayni zamanda bu
tez calismas1 kapsaminda sentezlenen ilag¢ ve ekstrakt yiiklii nanopartikiillerin H.
pylori'nin de neden oldugu gastrik mide kanseri hiicreleri lizerindeki in vitro
antikanser ve makrofaj hiicreleri lizerinde ise sitotoksik etkinliklerinin incelenmesi
de amaglanmistir. Bu tez calismasi ile H. pylori'nin tedavisinde siklikla kullanilan
ancak son yillarda bakteriler tarafindan kendisine karsi gelisen diren¢ hizli bir
sekilde artan klaritromisinin etkinliginin arttirilmasi icin bitkisel ekstrakt iceren,
nanoteknolojiye dayal yeni bir yaklasimin gelistirilmesi ve H. pylori enfeksiyonuna
bagl gelisen mide kanseri icin de antikanser etkinlige sahip yeni bir tedavi

yonteminin onerilmesi amag¢lanmistir.
Bu amaca ulasmak icin asagidaki ¢alismalar gerceklestirildi.

e Alpinia officinarum bitkisinin metanolik ekstrakti elde edildi ve

karakterizasyonu gerceklestirildi.

e Klaritromisin iceren PCL-CLR, Alpinia officinarum ekstrakti yiiklii PCL-ALP,
klaritromisin ve Alpinia officinarum ekstrakti enkapstile PCL-CLR-ALP ve bos

PCL nanopartikiilleri ¢6ziicii buharlastirma yontemiyle sentezlendi.

e PCL-CLR, PCL-ALP, PCL-CLR-ALP ve bos PCL nanopartikiillerinin Zeta sizer
ile boyut ve zeta potansiyeli 6l¢limii, SEM ile goriintiilenmesi, FT-IR ile
enkapstlasyon veriminin tayini, UV spektrofotometre ile de salim analizi

gerceklestirilerek formiilasyonlar karakterize edildi.

e Klaritromisinin, Alpinia officinarum Ekstraktinin, PCL-CLR, PCL-ALP, PCL-
CLR-ALP ve PCL nanopartikillerinin antibakteriyel etkinlikleri ATCC 700824
H. pylori susunda sivi makrodiliisyon ve disk diflizyon ydntemleriyle

incelendi.



e Klaritromisinin, Alpinia officinarum Ekstraktinin, PCL-CLR, PCL-ALP, PCL-
CLR-ALP ve PCL nanopartikiillerinin sitotoksisiteleri j774 makrofaj ve
antikanser aktiviteleri ATCC CRL-1739 AGS mide kanseri hiicre hatlarinda
MTT yontemi ile belirlendi.

1.3 Hipotez

Helicobacter pylori  enfeksiyonunun mevcut tedavisinde klaritromisin,
metronidazol, amoksisilin ve tetrasiklin siklikla tercih edilmektedir. Ancak 6zellikle
artan antibiyotik direncligine baghh olarak literatiirde alternatif tedavi
yaklasimlarini iceren ¢alismalara rastlanmaktadir. Giintimiize kadar pek ¢ok bitkisel
bilesigin H. pylorinin eradikasyonunda antibiyotiklere alternatif olarak, in vitro
calismalarda incelendigi bilinmektedir. Alpinia officinarum bitkisinin rizomlarindan
izole edilen ekstraktin da antibakteriyel etkinlige sahip oldugu yapilan ¢alismalarda
gosterilmistir. Buna ragmen ismi gecen bitkiden elde edilen ekstraktlarin H. pylori
bakterileri iizerindeki antibakteriyel etkinlikleri su ana kadar incelenmemistir. ilag
direncliliginin azaltilabilmesi icin uygulanan alternatif yaklasimlardan bir digeri ise
nanoteknolojik yaklasimlardir. Literatiirde, antibiyotikler ve bitkisel ekstraktlarin
farkli tirden nanopartikiillerin icine enkapsiile edilmesiyle sentezlenen
formiilasyonlarin H. pylori’ye karsi etkinliklerinin incelendigi ¢alismalar mevcuttur.
Biyouyumlu, biyobozunur ve non-toksik bir polimer olan polikaprolakton da son
yillarda terapétik bilesenlerin hedef dokulara tasindigi nanopartikiiler tasiyici
sistemlerin gelistirilmesinde siklikla kullanilmaktadir. Bu bilgiler 1s18inda bu tez

calismasinin hipotezini;

e Literatiirdeki calismalarda Alpinia officinarum bitkisinin antibakteriyel
etkinliginin belirtilmis olmasi,

e Polikaprolakton polimerinin ila¢ ve bitkisel ajanlarin enkapsiile edilmesinde
kullanilmasi,

e Polikaprolakton nanopartikiillerinin biyouyumlu, biyobozunur ve disiik
toksisiteye sahip oldugunun daha 6nceki calismalarda gosterilmesi,

e Klaritromisin antibiyotigine karsi direncliligin her gecen giin arttiginin ve H.
pylori enfeksiyonunun tedavisindeki basar1 oranlarinin distigiiniin

bilinmesi,



e Literatiirde Alpinia officinarum  ekstraktinin  anti-helicobacteriyel
etkinliginin incelendigi herhangi bir calismaya rastlanmamis olmasi,

e Aynizamanda Alpinia officinarum ekstraktinin tek basina veya antibiyotik ile
polikaprolakton nanopartikilleri igerisine enkapsiilasyonunun
gerceklestirilmemis olmast ve H. pylori 1lzerinde antibakteriyel

etkinliklerinin incelenmemis olmasi olusturmaktadir.

Literatiirdeki ¢alismalardan farkli olarak bu tez kapsaminda, H. pylori'nin birinci
basamak tedavisinde kullanilan antibiyotiklerden biri olan klaritromisinin ve
antibakteriyel etkinligi bilinen Alpinia officinarum ekstraktinin tek basina ve
kombinasyon halinde PCL nanopartikiillerine enkapsiilasyonu, sentezlenen
nanopartikiillerin farkli yontemlerle karakterizasyonu, non-toksik oldugu
belirlenen  konsantrasyonlarinin H. pylori Kkiltiirindeki  antibakteriyel
etkinliklerinin, AGS mide kanser hiicre hatlarinda ise in vitro antikanser etkilerinin

karsilastirmali olarak incelenmesi hedeflenmistir.



2

GENEL BILGILER

2.1 Helicobacter pylori Tarihgesi

H. pylori, Diinyadaki ¢cogu popiilasyonu etkileyen insanlarda yaygin olarak goriilen
bakteriyel enfeksiyona neden olan mikroorganizmalardan biridir. Bakterinin
adlandirmasi yakin zamanda yapilmis olsa da yapilan arastirmalar Helicobacter
pylori’nin uzun yillardir insan midesinde kolonize oldugunu gostermektedir.
Simdiye kadar yapilan calismalarda enfeksiyon boélgesinde, mumyalanmis mide
dokularinda ve bagirsak iceriginde antik H. pylori biyomolekiillerinin varlig1 tespit
edilmistir [26]. Eski insan kalintilarinda H. pylori ile ilgili en kapsamli ¢calisma “Otzi”
olarak anilan Iceman'in 5300 yasindaki H. pylori genomunun rekonstriiksiyonu ve
analizidir. Bu c¢alismalarin sonucunda Iceman’in mide dokusunda H. pylori DNA

izlerini tasidig1 belirlenmistir [26, 27].

H. pylori'nin Kkesfi, insan ve hayvanlarin mide mukozasindaki spiral
mikroorganizmalarin basit histolojik gézlemleri sayesinde gerceklestirilmistir [28].
Spiral sekilli mikroorganizmalarin insan midesindeki varligi, yaklasik 100 yil 6nce
Polonyal klinik arastirmaci, Cracow Jagiellonian Universitesi'nden Profesér W.
Jaworski tarafindan aciklandi. Varliklar1 daha sonra hayvanlarda G.Bizzazero
tarafindan da dogrulandi. 1979’da Warren tarafindan iltihapli mide epitelinde ve
peptik tlser ile iliskili gastritte daha sonra Helicobacter pylori olarak adlandirilacak
bakteriyi kesfettigini duyurdu. Ayni yillarda Marshall da biyopsi ornekleri ile bu
bakteri hakkindaki arastirmalarini siirdiirmekteydi. Bakterinin ilk kiiltiiri ise 1982
yilinda Marshall ve Warren tarafindan gergeklestirildi [29]. Kesfedilen
mikroorganizma benzerlikten dolay1 oOncelikle Campylobacter benzeri olarak
adlandirildi [30]. Bakterinin adi1 1984 yilinda Campylobacter pyloridis olarak
belirlenmistir [31]. Daha sonra Marshall ve Goodwin tarafindan bakterinin adinin
Campylobacter pylori olmasi uygun gorilmiistiir. 1989 yilinda ise Campylobacter

cinsi olmaktan tamamen ¢ikarildi. Ureaza sahip olmasi ve midenin pilor bélgesinde



kolonize olmasi sebebiyle Goodwin ve ark. tarafindan Helicobacter pylori olarak

yeniden adlandirildi [32].

Marshall ve Warren'in ¢alismalarina dayanarak, Helicobacter'in midede mukoza ile
iligkili lenfoit doku lenfomalarinin ana nedeni oldugu kanitlanmistir. Ayrica 1994
yilinda H. pylori Diinya Saghk Orgiitii tarafindan tip I kanserojen olarak
siniflandirilmistir. 3 Ekim 2005 tarihinde ise J. Robin Warren ve Barry J. Marshall,
Helicobacter pylori bakterisi ve gastrit ve peptik tlser hastalig ile ilgili calismalarn

icin Nobel Fizyoloji veya Tip Odiilii'ne layik goriilmiistiir [33].

Helicobacter pylori'nin tanimlanmasinin ardindan neden oldugu enfeksiyon ile
iliskili hastaliklarin arastirilmasina yonelik calismalara énem verilmistir. 2005
yilinda Marshall ve Warren’in Nobel 6diilii kazanmasi ile de H. pylori yonelik
arastirmalar hiz kazanmistir. Glintimuze kadar H. pylori'nin kanser, fonksiyonel
dispepsi ve immiinojenik trombositopenik purpura, genel irtiker gibi cesitli
immiinolojik bozukluklar ve peptik tlser hastaligi ile olan iligkisine yonelik
calismalar gerceklestirilmis ve bu ve diger hastaliklarla iliskisine yonelik calismalar

da gerceklestirilmektedir [33].
2.2 Helicobacter pylori’'nin Morfolojisi

Helicobacter pylori; normal sartlar altinda spiral sekilli gram negatif ve
mikroaerofilik bir bakteridir [34]. Yaklasik 0,6 x 3,5 mikron biytukligiinde ve
flagellalar sayesinde oldukg¢a hareketli bir patojendir [35]. Gastrointestinal patojen
olan H. pylori konakg icerisindeki dogal sartlarda spiral sekilde olsa da zararh
oksijen, alkali pH ve besin tiikenmesi gibi cevresel streslere maruz kaldiginda
kokoid forma (Sekil 2.1) doniistiigii de bilinmektedir [36]. H pylori'nin kokoid
formunda, DNA ve ATP sentezi icin DNA ve 16S rRNA'nin yapisin1 korundugu ve
belirli proteinleri sentezinin yapilabildigi bilinmektedir [37]. Spiral formlara kiyasla
kokoid formlar azalmis patojenite gostermektedirler. Kokoid formlu H. pylori spiral
formlular ile bir arada bulunabilmektedir. Ayrica mide mukozasinin sadece kokoid
form ile kolonize oldugunu gosteren raporlar da literatiirde mevcuttur [38]. Bunun
yani sira agiz boslugunda ¢ogunlukla H. pylori'nin kokoid formunda bulundugu
bildirilmistir [39]. Fareler lizerinde yapilan ¢alismalarda kokoidlerin in vivo olarak

kokoid formdan spiral forma donebilecegi de gosterilmistir [40]. Ayrica, H.
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pylori'nin bu formu canl fakat kiiltlire edilemez (viable but non-culturable) olarak

da siniflandirilmaktadir [36].

a -
§

Sekil 2.1 ]99 H. pylori susunun 151k mikroskobu ve SEM goriintiileri [41]

H. pylori’nin spiral ve kokoid formlarina ek olarak ¢ubuk ve ipliksi formlar1 da
bulunmaktadir (Sekil 2.2). Cubuk formlarina déniisiimii etkileyen ¢evresel kosullar
hakkindaki bilgiler olduk¢a sinirhdir. Ozellikle in vitro kiiltiirlerde uzun siireli pasaj
sirasinda gorildigi bilinmektedir [42]. H. pylori’'nin ipliksi filamentler seklinde bir
formu da bulunmaktadir. Mikroorganizmalarin filament formlarinin mukozal
yluzeylere tutunmada rol oynadig1 ve hiicre uzunlugunu arttirarak fagositozdan
kacabildigi bilinmektedir [43]. H. pylori’'nin flamentlesmesi ile go¢c etme ve kolonize
olma yeteneginin azaldig1 bildirilmistir [44]. Ayrica, H. pylori’nin azitromisine maruz
kalmasi, hiperosmotik ortamda veya COz icermeyen aerobik ortamda bulunmasi ve
saf suda inkiibe edilmesi durumunda filamentler seklinde ipliksi yapilar

olusturdugu bilinmektedir [42].



Kokoid formu

ipliksi form Spiral form Cubuk seklindekiform

Sekil 2.2 Helicobacter pylori'nin farkli formlarinin SEM goriintiist [42]

2.3 Helicobacter pylori’nin Patogenezi

2.3.1 Gastrik Ortamda Kolonizasyonu

H. pylori'nin kolonizasyonu, lireaz, motilite, kemotaksi, adhezinler ve bakterinin 6zel
sarmal morfolojisi gibi faktorlerine baghdir [45]. H. pylori belirtilen faktorlere sahip
olmasi sebebi ile asidik ortamlara karsi dayanikhidir. Ancak H. pylori'nin
kolonizasyonu i¢in optimal pH nétrdiir [46]. H. pylori’nin sahip oldugu tireaz, lireyi
NH3s ve CO2'ye hidrolize ederek mide asidinin nétralizasyonunu saglar. Bu durum,
bakterilerin ¢evresinde bulunan hiicrelerin pH’in1 arttirir ve bakterilerin ¢ogalmasi
icin uygun ortam olusturur [9](Sekil 2.3). Ayrica lireaz, gastrik epitel hiicreler
tizerinde bulunan CD74 reseptorii ile etkilesime girerek inflamatuar reaksiyonlara

katilarak adezyonda da rol alir [45].
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Sekil 2.3 Helicobacter pylori'nin gastrik ortamda kolonizasyonu [9]

H. pylori’nin kolonizasyonunda motilite olduk¢ca 6nemli bir faktérdiir. Motiliteyi H.
pylori’nin sahip oldugu flagellalar ve kemotaksi saglamaktadir. Flagellalar, sivi
ortamdaki “yiizme hareketliligi”, yumusak agarda “yayilma hareketliligi” ve yar1 kati
yuzeyde “kayma hareketliligi” gibi farkli hareketlilik tiirlerine sahiptir [45]. Flagella,
cogunlukla FlaA ve FlaB flagellinlerinden olusur. Bu flagellinleri kodlayan her iki gen
de H. pylori'nin tam motilitesi i¢in gereklidir. Ayrica flagellanin kilifinin onlari
midede asidik ortamdan koruduguna yonelik bilgiler literatiirde mevcuttur [47].
Helicobacter pylori'nin kemotaksisi i¢cin dort kemoreseptor (TlpA, B, C, D), CheA
kinaz, CheY'ye duyarli regiilator ve ¢oklu birlestirme proteinleri gorevlidir [48]. 1
ila 6 arasinda degisen sayida bulunan polar flagellalar ve c¢oklu kemotaksi
reseptorlerinin aracilik ettigi yonli hareketlilik  Helicobacter pylori'nin

kolonizasyonunda rol oynamaktadir [49].

Helicobacter pylori'nin spiral yapisi ¢ogaldig1 kalin mide mukusunun igerisine niifuz
etmesini kolaylastirmaktadir. Laura K.Sycuro ve arkadaslari tarafindan sarmal sekil
icin gerekli olan li¢ LytM peptidoglikan endopeptidaz homologu (csd1-3) ve bir
ccmA homologundan olusan dort gen belirlenmistir [49]. H. pylori'nin sekli ve
motilitesi mide mukozasini kolonize edebilen tek bakteri olmasinin baslica

nedenleri olarak gosterilebilir.
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H. pylori miisin tabakasina niifuz ettiginde, spesifik adezinlerle gastrik epitel
hiicrelerine tutunur. Ureaz aktivitesi sebebiyle en yiiksek iire ve bikarbonat
konsantrasyonlarinin bulundugu bélgelere dogru hareket eder. Ayrica, susa da bagh
olarak miisin icerinde bulunan siyalik aside yonelme egilimindedir. Yoneldigi
bolgelere tutunmak icin 6zellesmis HpaA, Nap, SapA gibi tanimlanmis yaklasik 20
adezin mevcuttur. Ornegin, BabA adezini Miisin MUC5AC icindeki Lewis B (LeB)
antijenine baglanmay1 saglamaktadir [47]. Dis zar proteinleri (OMP'ler) olan
adezinler de gastrik epitel hiicrelere tutunmada olduk¢a 6nemlidir. Bazit OMP’lerin
adezyondaki molekiiler etkilesimi yapilan ¢alismalarla ortaya konulmustur. Sekil
2.4’de 3 OMP’nin patogenezdeki rolleri agiklanmistir [50].
(A) (8) (€

Mucosa layer
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v 4 \_Erk1/2
B3GnT5 @ Y

Biosynthesis IL-8
Remodeling;
@@ c%) & & actin stress fiber
sLex/a M
Sekil 2.4 Dis membran proteinleri aracili patogenezin gésterimi [50]
2.4 Helicobacter pylori'nin Viriillans Faktorleri
Dogrudan hiicre hasarina neden olan en iyi karakterize edilmis H. pylori viriilans
faktorleri arasinda, sitotoksin iliskili gen A (CagA), cag patojenite adas1 (Cag PAI),
tip IV sekresyon sistemi (T4SS), Vakuol olusturucu sitotoksin A (VacA), y-glutamil

transpeptidaz (GGT), kolesterol glikosil-transferaz (CGT) ve serin proteaz ylksek
sicaklik gereksinimi A (HtrA, serin proteaz) bulunmaktadir [51].

Sitotoksin iliskili Gen A

120 ila 145 KDa agirliginda bir protein olan CagA, tip IV salgilama sistemini (T4SS)
kodlayan 40 kb'lik bir lokus (31 gen iceren) olan cag patojenisite adasinda

kodlanmaktadir [22]. CagA proteininin C-terminal bulunan dért ayr1 aminoasitten
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olusan glutamat-prolin-izoldsin-tirosin-alanin (EPIYA) motifleri, konak hiicre
icerisinde Abl kinaz veya Src familyasinin kinazlar1 tarafindan fosforile edilebilerek
hiicrede morfolojik degisikliklere neden olmaktadir. Ayrica CagA fosforile
edilmeden de dogrudan, hiicresel siki baglantiyi, hiticresel polariteyi, hiicre
proliferasyonunu ve farklilasmasini, enflamatuar yanitin indiklenmesini ve
hiicresel uzamay:1 etkilemektedir [52]. CagA pozitif suslar1 ile enfekte olan
hastalarda daha yuksek oranda peptik iilser ve mide kanseri goruldigu
bilinmektedir. In vivo olarak yapilan ¢alismalarda da cagA'nin hastalik ilerlemesi ve
gelisiminde 6nemli bir rol oynadigi gosterilmistir. Klinik olarak, cagA-pozitif H.
pylori susu ile enfeksiyon, yiiksek dereceli gastrik mukozal inflamasyonun yani sira
ciddi atrofik gastritile iliskilendirilmistir ve gastrik karsinom gelisiminde 6nemli bir

rol oynadig1 da bildirilmistir [22, 52].
Vakuol Olusturucu Sitotoksin A

VacA en ¢ok incelenen ikinci H. pylori virilans faktoridiir. Vakuolizasyonu
indiiklemesinin yan1 sira membran-kanal olusumu, apoptoza yol agan
mitokondrilerden sitokrom c salimi, hiicre-membran reseptorlerine baglanma ve
ardindan bir proenflamatuar yanitin baslatilmasi dahil olmak tizere bir¢ok hiicresel
aktiviteye neden olmaktadir. Ayrica T-hiicresi aktivasyonunu ve proliferasyonunu

spesifik olarak inhibe ettigi de bilinmektedir [53].
y-Glutamil Transpeptidaz

Gama-glutamil transpeptidaz (GGT), glutamini glutamat ve amonyaga doéniistiiren
ve aynl zamanda glutatyonu glutamat ve sisteinil-glisine dontistiiren bakteriyel
virtilans faktorudiir. H. pylori GGT’nin trunleri reaktif oksijen tiirleri olusumuna
neden olarak gastrik epitel hiicrelerinde hiicre dongtstiniin durmasini, apoptozu ve
nekrozu indiikler. H. pylori GGT, apoptozu inhibe edebilir ve siklooksijenaz-2,
epidermal biiytime faktorti ile iliskili peptitler, indiiklenebilir nitrik oksit sentaz ve
interlokin-8 indiiksiyonu yoluyla gastrik epitelyal hiicre proliferasyonunu da
indiikleyebilir [7, 54]. Ayrica, T hiicresi aracili bagisikligin ve dendritik hiicre
farklilasmasinin inhibisyonuna neden olarak  bagisiklik  toleransi

saglayabilmektedir [55].
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Kolesterol-a-Glikosil-Transferaz

H. pylori, enfeksiyon sirasinda, kolesterol gradyanina dogru goc ederek glikosile ve
glikosile edilmemis kolesterolii bakteriyel membrana dahil etmek i¢in gastrik
epitelyal hiicre zarlarindan etkili bir sekilde kolesterolii cikarmaktadir. Kolesterol-
a-glukozil-transferaz (CGT) enzimi hp0421 geni tarafindan kodlanir ve CGT'nin
ekspresyonu, konakg¢1 zarlarin kolesterol tiikenmesi ile iliskilidir ve bu da lipit
sallarinin ciddi sekilde tahrip olmasina neden olmaktadir [51, 56]. Kolesteril-
glikozitler, H. pylori'nin antijen sunan hiicreler tarafindan alinmasini
engellemektedir. CGT enzimi bu sayede bakterinin bagisiklik sisteminden ka¢isinda
ve kalic1 enfeksiyonlar: tesvik ederek gastrik karsinogeneze katkida bulunan H.

pylori viriilans faktorudiir [51].
Serin Proteaz HtrA

Birkag¢ yil 6nce tanimlanan serin proteaz yiiksek sicaklik gereksinimi A (HtrA)
proteini H. pylori enfeksiyonunda 6nemli rol oynayan bir virtilans faktériidiir. Birgok
bakteri tarafindan kodlandig1 bilinen HtrA homologlarinin, hepsi protein-protein
etkilesimi i¢in tripsin benzeri proteaz alani ve bir veya iki karboksi terminal PDZ-
alany, bazilar ise periplazmada lokalizasyonlarina yardimeci olan bir amino terminal
sinyal peptidi icermektedir. H. pylori suslarinda, periplazmalarda bir saperon islevi
goren ve bakterilerin stres durumlarinin iistesinden gelmesine yardimci olan tek bir
HtrA homologu icerdigi belirlenmistir. Serin proteaz HtrA, hiicre dis1 bosluga
salgilanmakta ve hiicre-hiicre yapistirici baglanti proteini E-cadherin, siki baglanti
proteinleri occludin ve claudin-8, ekstraselliler matriks proteini fibronektini
etkileyerek baglantilara zarar vermektedir. Bu sayede, H. pylori'nin epitelyumun
bazolateral tarafina girmesi igin paraseliller yol yoluyla go¢ etmesini
saglanmaktadir. Bu durum T4SS ve integrin reseptorleri yoluyla CagA'yr konakgi

hiicreye enjekte edilmesinde de rol oynamaktadir [57, 58].
2.5 Helicobacter pylori'nin Kiiltiir ve Ureme Ozellikleri

H. pylori, insan mide biyopsi 6rneklerinden izole edilebilmekte ve ¢esitli yaklasimlar
kullanilarak in vitro olarak ¢ogaltilabilmektedir. H. pylori'nin in vitro kiiltiird, at

kani veya koyun kani (% 5-10) ilave edilerek hazirlanan Brucella agar, Columbia
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agar, beyin-kalp inflizyon agar veya Tryptic Soy agar kullanilarak
gerceklestirilmektedir. Kan yerine (-siklodekstrin veya yumurta sarisi1 emiilsiyon
ortami da kullanilan ¢alismalar mevcuttur [59]. Kat1 kiiltiir ortaminda 3-7 giin 37°C
sicaklikta mikroaerofilik kosullar altinda (%85 N2, %10 CO2, %5 02) nemli ortamda
inkiibasyonun ardindan, yuvarlak, seffaf ve piirtizsiz H. pylori kolonileri
gozlemlenebilmektedir [60]. Kat1 kiiltlir ortamlarinin disinda sivi in vitro kiiltiirt de
gerceklestirilmektedir. H. pylori'nin siv1 kiiltiirtinde genellikle fetal bovine serum

(%5-10) iceren Brucella Broth kullanilmaktadir [34].

Mikroaerofilik bir bakteri olan H. pylori inkiibasyon sirasinda %5-10 CO2, 37°C
sicaklik ve nemli bir ortam gerektirmektedir. Yiikksek CO2 gereksiniminin bir¢ok
faktorle iliskili oldugu diistiniilmektedir. CO2 fiksasyonuyla piruvat tiretimi karbon
asimilasyonu i¢in bir yol saglayabilir. Ayrica, H. pylori karbonik anhidraz CO2z ve
HCO3- dontisiimiinii katalize ettiginden, CO2 pH homeostazinda rol oynayabilir [34].
H. pylori oksijene duyarl bir mikroaerofildir ve gastrik biyopsi drneklerinden H.
pylori kiiltiirlenirken mikroaerobik kosullar olduk¢a 6nemlidir. Ancak 2006 yilinda
yapilan bir ¢alismada H. pylori'nin, yiiksek hiicre yogunluklarinin bulundugu
laboratuvar kosullarinda %5 ila 21 arasinda degisen oksijen konsantrasyonlari ile
in vitro atmosferlerde biiylyebildigi de gosterilmistir [61]. Ayni zamanda, ¢esitli
oksijen atmosferleri altinda H. pylori bliyimesinden kaynaklanan fizyolojik
farkliliklar tam olarak anlasilamamistir. Hemolizin iiretimi, metronidazol direnci,
ferredoksin oksidorediiktaz aktivitesi ve bakterilerin epitel hiicrelerinde degisiklik
meydana getirme kabiliyeti dahil olmak tzere H. pylori'nin gesitli 6zelliklerinin,
bakterilerin mikroaerobik veya aerobik kosullarda yetistirilmesine bagli olarak

degistigi de yapilan calismalarda bildirilmektedir [34].

H. pylori'nin midede ¢ogalmasinda pH olduk¢a 6nemlidir. Helicobacter pylori igin
optimum pH nétrdir ve pH 7.5-8.5 arasinda oldukga iyi lireyebilmektedir. pH
4.5'ten diisiik oldugunda ise iireaz aktivitesine da bagh olarak tireme yok denecek
kadar azdir. Ancak, intra-bakteriyel iireaz gibi aktiviteler sayesinde 2.5 pH’a kadar

canliligin strdiirebilmektedir [62].

H. pylori kiltiri icin uygun o6rnek, endoskopi sirasinda elde edilen biyopsi

ornekleridir. Alinan ¢ok sayida ornek 6zellikle tani i¢in giivenilirligi arttirmaktadir.
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Bu nedenle, midenin antrum ve body bdéliimlerinden iki 6rnek alinmasi
onerilmektedir [60]. Alinan 6rneklerin mimkiin olan en kisa zamanda uygun
besiyerine  ekimi  yapilmalhdir. Almnan o6rneklerde kontamine edici
mikroorganizmalarin varligi ihtimaline yonelik kiiltiir ortaminda segici takviyeler
kullanilmaktadir. Bunlar; vankomisin veya teikoplanin gibi gram-pozitif
bakterilerin bulyiimesini engelleyen antibiyotikler, nalidiksik asit kolistin veya
trimetoprim gibi gram-negatif bakterileri hedefleyen antibiyotikler ve nistatin veya

amfoterisin B gibi antifungal takviyelerdir [63].

Kultir ortaminda c¢ogaltilan bakteriler %10-20 gliserol ve besiyeri iceren
ortamlarda -70°C sicaklikta aylarca veya -196 °C’de siv1 azotta daha uzun stirelerde

saklanabilmektedir [64].
2.6 Epidemiyoloji

H. pylori'nin baslica rezervuarinin insanlar oldugu ve Diinya niifusunun yaklasik
yarisinl enfekte ettigi bilinmektedir. H. pylori enfeksiyonunun prevalansi cografi
bolgeye, yasa, irka, etnik kokene gore degismektedir. H. pylori'nin gorilme siklhigi
gelismis olan tilkelere kiyasla gelismekte olan tilkelerde daha yiiksektir [65]. Sosyo-
ekonomik kosullara bagh olarak enfeksiyon genellikle ¢ocukluk ¢aginda ortaya
cikmaktadir ve hijyen uygulamalarindaki gelismelerle azalmaktadir. Ozellikle
cocukluk doneminde edinilen H. pylori enfeksiyonu yaygin olarak kisiden Kkisiye,
ozellikle aile tuyeleri arasinda ilerler. En sik bulasma yolu da anneden cocuklara

dogrudur [66].

Son yillarda, 6zellikle Bati iilkelerinde ve cesitli gelismekte olan tlkelerde H. pylori
enfeksiyonu prevalansi azalmaktadir. Bununla birlikte, bazi bolgelerde, enfeksiyon
oranlar1 %60'in izerinde oldugu da bildirilmektedir [66]. Meta analiz (2011-2016)
calismalarina bagh olarak diinyadaki tiim ¢ocuklarin yaklasik tigte birinin H. pylori
ile enfekte oldugu ileri stiriilmiistir [67]. 1970 ve 2016 yillar1 arasindaki prevalans
ile veriler degerlendirilerek yapilan ¢alismada bolgeler ve tilkeler arasinda H. pylori
dagiliminda biiytk farkliliklar oldugu belirtilmektedir. Bakterinin goriilme siklig1 en
yliksek olan Afrika’da %79.1, Latin Amerika ve Karayiplerde %63.4 ve Asya'da
%>54.72’dir. Buna karsilik, en diisiik H. pylori prevalans degerleri Kuzey Amerika'da
%37.1 ve Okyanusya'da % 24.4’dir. H. pylori prevalansindaki bu farkhliklar
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kentlesme, sanitasyon, temiz suya erisim ve ¢esitli sosyoekonomik duruma baghdir.

Ayni tilkede bile goriilme sikliginda 6nemli farkliliklar bulunmaktadir [2].
2.7 Helicobacter pylori'nin Bulasma Yollar:

H. pylori'nin dogrudan bir kisiden digerine veya dolayli olarak enfekte olmus bir
kisiden cevreye yayilabilecegini bilinmekle birlikte bulasma yollar1 tam olarak
anlasilamamistir. H. pylori'nin esas olarak kisiden kisiye bulasmasinda, 6zellikle
cocukluk doneminde ve aile icinde bulastig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte,
bakterilerin kisiden kisiye nasil bulastig1 ve kolonizasyonun neden bazi kisilerde
gerceklesmedigi acik degildir. H. pylori'nin bilinen tek rezervuari mide oldugu i¢in
dar bir konake¢i araligina sahiptir. Kisileraras1 bulasma yolundan farkhi olarak
cevresel kirlenme de bir bulasma yolu olusturmaktadir. Giiniimiizde kisilerarasi

bulasma ihtimali ¢evresel maruz kalma ihtimalinden daha olasidir [68, 69].

Kisiden kisiye bulasma dikey ve yatay iletim olarak iki ana kategoriye ayrilabilir.
Dikey iletim, aile icerisindeki kisilerde bulasma, yatay iletim ise aile disindaki
kisilerle temas veya cevresel kontaminasyon olarak ifade edilmektedir [70]. H.
pylori prevalansi diisiik olan gelismis tilkelerde, enfekte olmus annenin ¢ocuklarda
birincil enfeksiyon kaynagi olmas1 muhtemeldir. Ancak Yiiksek H. pylori prevalansi
ve kotii sosyo-ekonomik kosullar1 olan popiilasyonlarda, kardesler arasi ve dis
etkenler ile bulasma, enfekte anne araciligiyla bulasma ihtimalinden daha olasidir
[67]. Kisiden kisiye bulasma gastro-oral, oral-oral ve fekal-oral olmak iizere ii¢ olasi

yolla gerceklesebilir.

Gastro-oral bulasma yoluyla H. pylori, 6zellikle cocukluk doneminde kusmanin bir
sonucu olarak mide o6zsuyu ile edinilebilmektedir. Mide 6zsuyunun yani sira
tikirik, H. pylori'nin bir bagka olasi kaynagidir. H. pylori'min dental plak ve
tiikliriikten izole edildigi calismalar literatiirde mevcuttur. Oral-oral bulasma yolu
ozellikle anneden c¢ocuga bakteri gecisinde etkilidir. H. pylori DNA's1 insan
diskisinda siklikla tespit edilebilmektedir, ancak H. pylori'nin diskidan
kultirlenmesi girisimleri sinirli bir basar1 gostermistir ¢linkii bakteri diskida
agirlikli olarak kiltiirlenemeyen kokoid bir formda bulunmaktadir. Diskida

bulunmasi fekal-oral yolla bulagsma ihtimalini ortaya koymaktadir [65, 68].
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H. pylori kirli su ve gidalar gibi aracilarla da bulastig1 bilinmektedir. Hijyenik
olmayan g¢evre kosullar1 icme sularinda kirlilige yol agmaktadir. Baz1 arastirmacilar,
suyun hem c¢evresel bir enfeksiyon rezervuar1 hem de H. pylori enfeksiyonunun
fekal-oral iletiminde bir rol oynadigini varsaymaktadir. Kirli su kaynagi olan evlerde
yasayan veya genellikle aritilmamis kanalizasyon suyu ile sulanan ¢ig sebze tiiketen
cocuklarin H. pylori enfeksiyonu prevalansinin daha yiiksek oldugu goésterilmistir.
Suda oldugu gibi, gida urunleri de kotu hijyenik kosullar altinda tasinirken
kontamine olabilir. H. pylori'nin siit ve sebzeler gibi yemeye hazir gidalar gibi cig
gida uriinlerinde mevcut olabilecegini gosteren ¢alismalar literatiirde mevcuttur.
Buna ek olarak, inek ve koyun gibi bazi hayvanlarin, insanlarin yani sira bu patojenin
rezervuarlari olabilecegi bilinmektedir. Bunlara bagh olarak gidalarin da H. pylori

icin bulasma yolu oldugu diistiniilmektedir [65, 68, 71].
2.8 Helicobacter pylori Enfeksiyonu ve iliskili Hastaliklar

H. pylorinin midedeki kolonizasyonu, bir¢ok biyokimyasalin salgilanmas1 ve
immiinolojik reaksiyon araciligiyla enfeksiyona sebep olmakta ve klinik hastaliklara
yol agmaktadir [47]. H. pylori enfeksiyonunun klinik seyri olduk¢a degiskendir ve
hem mikrobiyal hem de konakg¢1 faktorlerinden etkilenir. Gastritin paterni ve
dagilimi, duodenal veya gastrik ilserler, mukozal atrofi, gastrik karsinom veya

gastrik lenfoma gibi klinik sekeller ile giiclii bir sekilde iligkilidir [5].

H. pylori'min enfeksiyonu sirasinda lamina propriyay: istila edebildigi ve bazal
membrani gecebilen diisiik molekiil agirlikli, suda ¢6ziiniir antijenleri de serbest
biraktig1 bilinmektedir. Bu antijenler, birincil enfeksiyonun karakteristigi olan
PMN'ler icin kemo-cekicidir. interlékin-8 (IL-8) ve kemokinler gibi mide epitel
hiicrelerinden gelen interlokinler tretilir ve PMN'lerin ¢ekimine katkida bulunur.
Bazi proteinler bagisiklik tepkisi (Th1 / Th2) yoniinde de rol oynar. B lenfositleri de
antijen sunan hiicreler tarafindan aktive edildiginde, IgM, IgA ve IgG antikorlarini da
iceren H. pylori'ye yonelik humoral bir bagisiklik tepkisi baglatilir. CD4 T ve CD19 B
hiicre aracili antikor yanity, sitotoksik T hiicreler (Tc) ve CD8 T hiicre yanit1 yerine
H. pylori enfeksiyonuna verilen baslica yanittir. Buna ek olarak, lireaz, flagella, dis
zar proteinleri, CagA ve VacA, H. pylori'de biiyiik humoral bagisiklik tepkilerine

neden olan antijenlerin bazilaridir [47, 72].
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VacA ve CagA proteinleri gibi viriilans faktorlerin mide mukoza yiizeyi ile hastaligin
indiiksiyonu arasindaki iliskileri ortaya koyan bir¢ok c¢alisma mevcuttur. H.
pylori’nin cevresel ve konakg faktorleri arasindaki iliskiye bagh olarak hastaliklar
meydana gelmektedir. Ayrica, konake¢1 ile stirekli etkilesimlerde, bakteriler
mutasyonlara ugrayarak yeni genotipler olusturabilmekte ve konakg¢1 bagisiklik
mekanizmasinin iistesinden bu sayede gelebilmektedir. Bununla birlikte, antrum
baskin gastrit ve korpus baskin pangastrit gibi H. pylori kolonizasyon paterninin

hastalik sonucunu belirledigi de bilinmektedir [63].
2.8.1 Akut Enfeksiyon

H. pylori akut enfeksiyonu, hastalarin bir kisminda kusma, siskinlik, agr1 gibi
belirtiler goriilse de cogunlukla asemptomatiktir. Gastrik mukozal histoloji, lokal ve
sistemik humoral bagisiklik yanit1 ve gastrik askorbik asit konsantrasyonundaki

degisikliklerle birlikte aciklanmaktadir [73].
2.8.2 Gastrit

Kronik aktif gastrit icin H. pylori kolonizasyonu oldukca 6nemlidir. Bakterinin
kolonizasyonu, ¢ogunlukla hem antrum hem de korpusta mide mukozasinda,
notrofil ve monontikleer hiicrelerle kronik olarak enflamatuar stirece neden olur. H.
pylori ile iligkili diger bozukluklar da bu kronik enflamatuar siire¢ ile iligkilidir.
Kronik hasarl siirecin intragastrik dagilimi ve siddeti, kolonizasyona neden olan
susun oOzellikleri, konak genetik yapisi, bagisiklik tepkisi, diyet ve asit liretim
seviyesi gibi cesitli faktorlere baghdir. (Sekil 2.5) H. pylori kaynakl tlser, mide
kanseri ve MALT lenfoma gibi hastaliklar, gastrite bagl kronik enflamatuar siirecin
komplikasyonlaridir. Ulser hastaligi ve mide kanseri 6zellikle bu bireylerde ve en

siddetli inflamasyona sahip bolgelerde goriilmektedir [74, 75].
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Sekil 2.5 H. pylori enfeksiyonunda mide patolojisine ve hastalik sonucuna katkida bulunan
faktorlerin sematik gosterimi [63]

2.8.3 Peptik Ulser

Steroid olmayan anti inflamatuar ajanlar ve aspirin kullaniminin yani sira H. pylori
de hem mide hem de duodenum tilserlerinin ana risk faktorlerinden biridir. H pylori
ile iligkili mide lezyonlarinin patogenezi hala tam olarak anlasilamamistir. Ancak H.
pylori virillans faktorleri ve konak bagisiklik tepkilerinin tilserlerin olusumunu

etkiledigi diistiniilmektedir [76].

Farkl sitokin genlerindeki fonksiyonel polimorfizmler, peptik iilser hastalig: ile
iliskilendirilmektedir. IL1B tarafindan kodlanan Interlokin 1B, H. pylori
enfeksiyonuna yoénelik inflamatuar yanit olusumu ve gastrik sekresyonun
inhibisyonu ile iligkili bir sitokindir. IL1B polimorfizmleri, ¢esitli poptlasyonlarda
mukozal interlokin 1f liretimini etkiler. Bu polimorfizmler, peptik tilser hastaligi da
dahil olmak lizere H. pylori ile iliskili gastroduodenal hastaliklarin patogenezinde rol

oynamaktadir [77].

Gastrik iilser, ilerleyen atrofik cephede ortaya ¢ikma egilimindedir ve bu nedenle bir

H. pylori gastrik iilserinin yeri, gastrit, atrofi ve asit sekresyonunun boyutu ve siddeti

hakkinda bilgi saglamaktadir. Duodenal iilserler nasil normal ila yiiksek asit ¢ikisi

olan atrofik olmayan korpus gastriti ile iligkiliyse, midenin body kismindaki bir mide

ilseri de corpus gastritin varligini géstermektedir. Ayrica, tilser ne kadar proksimal

olursa gastrit o kadar genis ve siddetlidir [78]. Cesitli konak¢i ve bakteriyel
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faktorlerden etkilenen tlserleri olusum bolgelerine gore gastrik ve duodenal
tlserler olmak tizere ikiye ayrilmaktadir. Asit sekresyonu azaldiginda, korpus ve
antrum arasindaki gastrik gecis bolgelerinde gastrik lilser meydana
gelebilmektedir. Asit sekresyonu normalden yiiksege ciktiginda ise, en siddetli
inflamasyon genellikle distal mide ve proksimal duodenumda bulunur ve bu
durumda duodenal iilserler gorulmektedir [76, 79]. Gastrik tulserlerin %50'si,

duodenum tlserlerinin ise %80'i H. pylori enfeksiyonu ile iliskilidir [80].
2.8.4 Gastrik Adenokarsinom

Mide kanseri, cevresel faktorler ve konakgi-patojen etkilesimini etkileyen faktorler
ve bu faktorler arasindaki karmasik etkilesimler gibi bircok farkli nedene bagh
olarak gelisebilen bir hastaliktir [81]. Gastrik adenokarsinom, diinya ¢apinda
kansere bagli mortalitenin ikinci 6nde gelen nedenidir. H. pylori, 1994 yilinda IARC
calisma grubu tarafindan tip [ kanserojen olarak smiflandirilmistir [82].
Helicobacter pylori enfeksiyonu, gastrik adenokarsinom icin bilinen en giiclii risk
faktorudiir [83]. Gastrik adenokarsinomlarin bagirsak ve yaygin tip olmak iizere iki
tiird vardir. H. pylori enfeksiyonunun, bagirsak tipinin adenokarsinomuna yol agan
kronik aktif gastritin baslamasina nedensel olarak bagh oldugu diisiintilmekle
birlikte H. pylori ile enfekte hastalarin % 1-3'linde gastrik adenokarsinom

gelismektedir [81].

H. pylori, artan apoptosis ve proliferasyona sebep olup gastrik epiteliyal hiicre
donglsini degistirerek gastrik karsinoma riskinin arttirdigr bilinmektedir. H.
pylori’nin hiicre dongiisiine etkisi asagidaki gibi siralanmaktadir.
1. H. pylori kronik enflamasyonuna baglh olarak artmis serbest oksijen
radikalleri igeren ortamin sebebiyet verdigi DNA hasar1 ve apoptoz
2. H. pylori-hiicre etkilesimi sonucu apoptoz

3. H. pylori tarafindan salgilanan toksinler araciligiyla sonu¢lanan doku hasar
ve apoptoz [84].

H. pylori ile kolonizasyonun ardindan gastrik adenokarsinom gelisme riski,
enfeksiyona neden olan H. pylori susu ve bakteriyel viriilans faktorlerine de baghdir.
Cag patojenisite adas1 veya tiirleri ile tipl vacA alelleri igeren suslar, diger sus
tipleriyle kiyaslandiginda gastrik adenokarsinom i¢in daha fazla risk tasimaktadir

[85]. H. pylori'nin CagA ve peptidoglikani, onkojenik yollan tetikleyerek timor
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olusumunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Siklooksijenaz2 /prostaglandin E2 yolunu
ve IL-1B'yi iceren gastrik epitelde H. pylori'nin neden oldugu iltihaplanma, kronik
aktif gastrit ve adenokarsinomu tetikleyen 6nemli bir faktordiir. Ayrica, H. pylori
enfeksiyonunun neden oldugu oksidatif stres ve diizensiz E-cadherin/(-
katenin/p120 etkilesimleri tiimor olusumunda etkilidir. Son ¢alismalarda ytiksek
tuzlu diyet ve demir eksikligi gibi mikrobiyomun bilesenlerini etkileyen ¢evresel ve
diyetle ilgili faktorler H. pylori kaynakli karsinogenezi de etkileyebilecegi one
sturulmektedir [81, 85].

insan IL1B gen promotoériindeki IL-1B ekspresyonunun artmasiyla iliskili
polimorfizmler, atrofik gastrit ve gastrik adenokarsinom riskini arttirmaktadir. IL-
1B'ye ek olarak, bir pro-enflamatuar sitokin olan TNFa'daki yiiksek ekspresyonlu

polimorfizmler de mide kanseri riskini arttirmaktadir [86].

Epitelyal dokularda uygun hiicresel yapinin korunmasinda 6nemli olan bir yapisma
molekuli olan, ancak mide kanserinde fonksiyon kaybina ugradigi bilinen E-
kaderin, p120'nin kaderin jukstamembran alanina baglanmasiyla diizenlenir.
Ayrica, E-kaderin'in sitoplazmik alani, B-katenin ve p120 ile etkilesir, bu da
sitoskeletal bilesen aktin ile etkilesir. [3-katenin, H. pylori ile birlikte kanserojen
tepkileri etkileyebilecek spesifik konak¢r molekiil ve konake¢r hiicrelerde farkl
fonksiyonlara sahip olan her yerde eksprese edilen bir proteindir. Hasar gormemis
gastrik mukoza ile kiyaslandiginda mide adenokarsinom 6rneklerinin %50'sinde
artmis B-katenin ekspresyonu goriilmektedir. Ayrica, H. pylori kolonize mukozada
ve gastrik epitel hiicreleri in vitro birlikte kiiltiirleri sirasinda (-katenin hedef
genlerinin ekspresyonunu arttirdigli da belirlenmistir. Bu nedenle, B-katenin
sinyallesme aktivasyonunun, epitelyal yanitlarin diizenlenmesinde merkezi bir
bilesen oldugu ve H. pylori'nin malign olusumuna destek sagladig1 diistiniilmektedir

[86, 87].
2.8.5 Mukoza iligkili Lenfoid Doku Lenfoma

Lenfoma, T ve B lenfositleri olan lenfoid hiicrelerden kaynaklanan ve o6zellikle
spesifik antijenik uyaranlara yanit olarak klonal ¢ogalan hematolojik malignitedir.
Mukoza Iligkili Lenfoid Doku (MALT) lenfoma, mukoza kaynakl lenfoid dokularin

marjinal bolgesindeki B hiicrelerinden kaynaklanan ekstra nodal diisiik dereceli bir
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lenfomadir [88]. Mide ekstranodal lenfomalarin en sik goriilen bolgesidir. MALT
lenfomalar akciger, okiiler adneks, tiroid bezi ve ince bagirsak gibi cesitli ekstra
nodal bolgelerde ortaya cikabilse de yaklasik %70’i, kronik olarak H. pylori enfekte
kisilerin midelerinde goriilmektedir. Ayrica, her yil yaklasik 13.000 kisiye mide
kaynakli MALT lenfoma teshisi konmaktadir [89].

Ozellikle CagA-pozitif Helicobacter pylori suslarinin  enfeksiyonu, gastrik
karsinomlar ve gastrik mukozaya bagl lenfoid doku lenfomalari ile gii¢lii bir sekilde
iligkilidir [90]. H. pylori, bakteriyel proteini CagA’'nin gastrik epitel hiicrelerinin
hiicre i¢i sinyal yolaklar: ile etkilesimi patogenezi baslatmaktadir. Bu sayede, B
lenfositleri ile H. pylori dogrudan etkilesime girerek kalic1 enfeksiyon olusumu ve
MALT lenfomalarinin gelisimine neden olmaktadir [91]. Wei-Cheng Lin ve ark.
yaptigl calismada, CagA'nin H. pylori tarafindan dogrudan B hiicrelerine verildigi ve
MALT lenfomalarinin gelisimi ile iligkili oldugunu kanmitlanmistir. Bu ¢alismada,
CagA'nin H. pylori tarafindan dogrudan insan B lenfoid hiicrelerine transloke
edilebildigi, translokasyona tabi tutulmus CagA'nin tirozin fosforilasyona ugradigi
ve hiicre ici SH-2'ye baglandig1 gosterilmistir. Ayrica, translokasyonlu CagA, insan
B lenfoid hiicrelerinde hiicre dis1 sinyal regiile edilmis kinaz ve p38 mitojenle
aktiflestirilen protein kinazin aktivasyonunu indiikledigi ve apoptozu 6nleyen Bcl-2

ve Bcl-XL ekspresyonlarini diizenledigi de belirtilmistir [92].
2.8.6 Gastro-ozefagal Reflii Hastaligi

Gastrodzofageal reflii hastaligi (GORH), Avrupa ve ABD'de goriilme oran1 %10-20
olarak bildirilen en yaygin goriilen bir kronik hastaliktir. Hastalik, mide 6zsuyunun
geri akisin1 tesvik eden faktorler ve ortaya cikan asitligi notralize etmek icin
tasarlanmis savunma kuvvetlerinin basarisizi§i arasinda bir etkilesim
icermektedir. GORH, asit reflii, 6zofajit, 6zofagus iilseri gibi benign ve Barrett's
ozofagus ve oOzofagus adenokarsinoma gibi malign komplikasyonlara neden

olabilmektedir [93].

Cesitli patofizyolojik faktorler GORH gelisimini ve seyrini etkilemektedir, H. pylori
enfeksiyonu ise bunlardan biridir. Ancak H. pylori ile GORH’lin karmasik bir iligkisi
bulunmaktadir. H. pylori'nin neden oldugu enfeksiyona bagh olarak GORH’e yonelik

koruyucu veya arttici bir etki gostermektedir. H. pylori enfeksiyonuna bagh gelisen
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gastritin tipi asit sekresyonunun artmasi veya azalmasini saglamaktadir. Korpustaki
gastrit hipoasite, antrum gastrit hiperasite yol a¢maktadir. Gastrik asit
sekresyonunun da, reflii 6zofajit patofizyolojisinde 6nemli bir faktor oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle hiperaktivitesi olan antral gastrit ve duodenal ulser
vakalarinda, H. pylori’'nin eradikasyonu ile 6nceden var olan reflii 6zofajitinde bir
iyilesme beklenmektedir. Atrofik gastrit GORH'ye kars1 koruma saglayabilir. Gastrik
atrofiye yol acan pangastrit, genellikle CagA pozitif H. pylori suslari ile iligkilidir ve
daha siddetli gastrik inflamasyona neden olmaktadir. Midede, pangastritte ve
atrofik gastritte H. pylori pozitif korpus gastrit durumunda, bakterinin yok

edilmesinden sonra reflii 6zofajit siklikla goriilmektedir [94].
2.8.7 Fonksiyonel Dispepsi

Fonksiyonel dispepsi yaygin olarak gorillen fonksiyonel gastrointestinal
bozukluklardan biridir. Fonksiyonel dispepsi semptomlari arasinda bozulmus mide
motilitesi, mide hassasiyeti, mide ve duodenal inflamasyonu sayilabilmektedir.
Fonksiyonel dispepsi nedenleri ¢ok faktorliidiir ve bunlar arasinda Helicobacter
pylori enfeksiyonu ve peptik ilser bulunmaktadir. H. pylori enfeksiyonu, mide ve
duodenumda kronik mukozal inflamasyona neden olmakta ve bu sayede
gastroduodenal motilite ve duyarlilikta anormallikler goriilebilmektedir. Kronik
gastrit, gastrointestinal hormonlarin ve norotransmitterlerin somatostatin, gastrin
ve grelin tretimi dahil olmak lizere midenin c¢esitli endokrin fonksiyonlarini da
etkilemektedir. Bu anormallikler fonksiyonel dispepsi olan baz1 hastalarda

semptomlar liretebilmektedir [95, 96].
2.8.8 Gastrointestinal Sistem Dis1 Hastaliklar

Son yillarda yapilan ¢alismalarda, Helicobacter pylori'nin nérolojik, dermatolojik,
hematolojik, okiler, kardiyovaskiiler, metabolik, alerjik bircok ekstragastrik
hastaliklarin patojenik mekanizmalarinda potansiyel bir rol oynadig: anlasilmistir.
H. pylori enfeksiyonu ile gastrik sistem disindaki hastaliklar arasindaki iliski ilk
olarak Mendall ve ark. tarafindan 1994 yilinda gosterilmistir. H. pylori
enfeksiyonunun gastrointestinal sistem disindaki hastaliklar ile iliskisine yonelik

klinik ekstra gastrik bulgular bulunmaktadir [4].
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Norolojik Hastaliklar ile iliskisi

H. pylori enfeksiyonun yasam boyu devam etmesi nedeniyle interlokin-8, makrofaj
kemotaktik protein-1 gibi kemokinlerin ve IL-13, TNF-q«, IL-6, IL-12, IFN-y gibi
sitokinlerin cesitli enflamatuar mediatorlerin uzun siireli lokal sekresyonu
gerceklesmektedir. Bu mediatorler, dolasima katilabilmekte, sistemik etkilere
neden olmakta ve norolojik hastaliklan etkiledigi de dusunilmektedir. H. pylori
enfeksiyonun sekresyonuna neden oldugu proenflamatuar faktorler beyin
iltihabina ve noronlarin 6liimiine sebep olabilmektedir. Ayrica, ¢ogu nérolojik
hastaligin ¢oklu faktorlerin bir kombinasyonu sonucu olustugunun bilinmesi de H.

pylori ile iliskili oldugunu diisiindirmektedir [4, 97].

Parkinson, Alzheimer, Guillain-Barré sendromu, multipl skleroz ve iskemik gibi
enflamatuar hastaliklarda H. pylori enfeksiyonunun neden oldugu inflamasyonun
rolii olduguna yonelik arastirmalar literatiirde mevcuttur [97]. Huang ve ark.
tarafindan yapilan ¢calismada, H. pylori ile enfekte kisilerde Alzheimer gelisme riski
1,6 kat daha fazla oldugu belirtilmistir [98]. Roubaud Baudron ve ark. H. pylori ile
enfekte kisilerin 20 yillik takip siiresi boyunca enfekte olmayanlara kiyasla 1,5 kat
daha fazla demans gelisme riskine sahip oldugunu belirlemislerdir [99]. 2017
yilinda yapilan bir arastirmada Helicobacter pylori'nin Vac A antijenine karsi
antikorlar, sekonder progresif MS hastalarinda saglikli kontrollere kiyasla daha sik
tespit edilmistir [100]. Parkinson hastalan ile yapilan bir ¢ok vaka analiz
calismasinda H pylori enfeksiyonunun hastaligin prevalansini arttirdigi
belirlenmistir. Huang ve ark. Tayvan niifusa dayali retrospektif bir kohortta,
ortalama 4,2 yillik takip ile 60 yasin tizerindeki kisilerde enfeksiyon durumunda

Parkinson hastaliginin insidansinda artis oldugunu bildirmislerdir [101].
Kardiyovaskiiler Hastaliklar ile iliskisi

H. pylori enfeksiyonunun aterosklerotik kalp hastaligl, inme ve miyokard enfarktiisii
gibi kardiyovaskiiler hastaliklar ile iligskisine yonelik bircok ¢alisma yapilmaktadir.
H. pylori'nin aterosklerotik hastalik ile iligkisinin incelendigi bir calismada 38
aterosklerotik plagin 20'sinde H. pylori DNA's1 bulunmustur. H. pylori DNA pozitif
plaklarindan on tanesinde ise H. pylori enfeksiyonu morfolojik ve

immiinohistokimyasal olarak da gosterilmistir [102]. Matsuura ve ark., H. pylori
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HSP60 proteininin, INF-y ve IL-12 tlretmek icin uyarilan Th1l lenfositlerinin
uyarilmasi yoluyla koroner aterosklerotik hastaliginin patogeneziyle iliskili ve
makrofajlarin aktivasyonu yoluyla aterosklerotik plaklarin olusturulmasinda etkili
olabilecegi 6ne siirmiislerdir [4]. Interlékin-1 polimorfizmlerinin konak genetik
faktorleri H. pylori enfeksiyonunun patojenik aktivitesini etkilemektedir. 2016
yilinda yapilan ¢alismada, H. pylori ile enfekte ve koroner arter hastaligina sahip
kisiler kontrol grubu ile kiyaslandiginda IL-1 polimorfizmleri olan H. pylori-pozitif
hastalarda daha yiiksek hs-CRP ve miyokard enfarktiis ile anlamli korelasyon

gosterdigi belirtilmistir [103].
Metabolik Hastaliklar ile iliskisi

Tip II diabetes mellitus, insiilin direncine ve pankreasin beta hiicrelerinin
bozulmasina bagh olarak kan sekeri diizeylerindeki artisla iliskili metabolik bir
hastaliktir. DNA hasar1 ve oksidatif stres, insiiline bagimli ve bagimsiz her iki
diabetes mellitus tipinin sonucudur. Diabetes mellitus ve H. pylori enfeksiyonu olan
hastalarda ytliksek diizeylerde 8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG), reaktif oksijen
(ROS) ve azot tirleri bulundugu yapilan calismalarla ortaya koyulmustur [104].
Memeli midesinde iiretimi gerceklesen leptin ve grelin hormonlarinin etkilesimleri
obezite, insilin duyarhligi ve glikoz homeostazin1 etkilemektedir. H. pylori
enfeksiyonunun grelin ve leptin iretimini bozarak konak¢inin metabolik
homeostazisinde rolii oldugu bilinmektedir. Chen ve ark. H. pylori'nin kan sekerini
diizenlemeye yardimci olan leptin ve grelin hormonlarinin seviyesini
etkileyebilecegini gostermislerdir [105]. Ayrica, Masayuki Kato ve ark. tarafindan,
arastirma sirasinda veya ge¢cmiste H. pylori enfeksiyonu dykusu olan katilimcilar ile
yapilan arastirmada mevcut H. pylori enfeksiyonunun artmis diyabet riski ile iliskili
oldugunu ve eradikasyon sonrasi katilimcilar arasinda artmis riskin géozlenmedigi
belirlenmistir. H. pylori enfeksiyonunun diyabet riskini arttirdig1 6ne stirtilmiistiir

[106].
Hematolojik Hastaliklar ile iligkisi

idiyopatik  trombositopenik  purpura, otoantikorlarin veya bagisikhik
komplekslerinin trombositleri tahrip etti§i ve mukokutan6z kanamanin

karakteristik olarak meydana geldigi normal araligin alt sinirinin altina diismesine
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neden olan edinilmis bir hematolojik bozuktur. Literatiirde H. pylori eradikasyon
tedavisinin, artmis trombosit sayisiyla iliskili oldugunu gosteren bircok c¢alisma
bulunmaktadir. Vanegas ve arkadaslari, anti-H pylori tedavisine trombosit yanitini
degerlendiren ¢alismalarin yakin tarihli bir meta analizinde, %27 ila %69.2 arasinda
degisen ortalama toplam trombosit yaniti ve %0 ila %65.4 arasinda tam bir yanit

bildirmislerdir [107].

H. pylori enfeksiyonunun mide ve plazma askorbik asidi diisiirerek ve demir
emilimini azaltarak bu sayede demir bagimli anemiye neden oldugu da
bilinmektedir. H. pylori, kronik enfeksiyonu demir homeostazin1 diizenleyen
hepcidin hormonunun serum seviyelerini etkileyerek demirin diizensizlesmesine
neden olmaktadir [108]. Hershko ve ark., demir bagimli anemi ve H. pylori
enfeksiyonlari olan hastalarin %64-75'inin H. pylori eradikasyonundan sonra demir

bagimli aneminin de tedavi edildigini yaptiklari ¢alismada gostermislerdir [109].

B12 vitamini, insan viicudunda DNA sentezine yol acan bir¢ok 6nemli enzimatik
reaksiyonun koenzimidir. Lahner ve ark. 2454 hastay1 kapsayan 17 calismayi
degerlendiren sistematik bir derlemede diisiik serum B12 vitamini diizeyleri ile H.
pylori enfeksiyonu arasinda bir iliski oldugunu gostermislerdir. Homosistein, B12
vitamini metabolik yolunun bir bilesenidir ve bazi arastirmacilar, H. pylori
enfeksiyonuna bagh olarak diisik serum B12 vitamini seviyeleri ile serum
homosisteinindeki artislar arasinda bir iliski oldugunu goéstermistir. H. pylori
eradikasyonundan sonra serum B12 vitamini seviyelerinde artis ve homosistein

serum seviyelerinde azalma bildirilmistir [4].
Solunum Yolu Hastaliklari ile iliskisi

Kronik bronsit ve H. pylori arasindaki iliski ile ilgili H. pylori antikorlar:
aragtinlmaktadir. Iki enfeksiyon arasindaki baglanti belirsiz olmasina ragmen
bronsit gelisiminde H. pylori enfeksiyonunun salimina neden oldugu sitokinlerin
etkili oldugu one siiriilmektedir. Seroloji ¢alismalar1 bronsektazi hastalarinda H.
pylori igin yliksek seviyelerde IgG antikorlarininin kontrol grubundan daha yiiksek

seviyelerde oldugu ortaya koymustur [110].
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Mycobacterium tuberculosis'in neden oldugu kronik enfeksiyon olan tiiberkiilozun,
H. pylori enfeksiyonu ile iliskisi de incelenmistir. Kanitlar, bu iliskinin bu
enfeksiyonlar  arasindaki  sitokin  profilinin  benzerligine  dayandigini
gostermektedir. Artan INF-y ve IL-10 seviyeleri hem tiiberkiiloz hastalarinda hem
de H. pylori enfeksiyonunda goriilmektedir. Bunun yani sira, tiiberkiiloz ve/veya H.
pylori ile enfekte kisilerde goriilen IL-8'in 251T /A pozisyonundaki polimorfizmi iki

enfeksiyon arasinda baglanti oldugunu ortaya koymaktadir [4, 111].
Dermatolojik Hastaliklarla Iliskisi

H. pylori neden oldugu kronik inflamasyon nedeniyle enflamasyon ve alerji ile iligkili
cilt problemlerine neden olmaktadir. Rosacea (Gl Hastaligi), H. pylori enfeksiyonu
ile iliskili en yaygin dermatolojik hastaliktir. Telanjiektazi adi verilen ¢ok genislemis
kirmizi yiizeysel kilcal damarlarla karakterize eritem ve kutanoz lezyonlar olarak
ortaya ¢ikan kronik bir yliz dermatitidir. Rosacea hastalarinda yaygin olarak
gastrointestinal bozukluklarin varlig: tespit edilmekle birlikte bir¢ok ¢alismada H.
pylori enfeksiyonu ile potansiyel bir iliski oldugunu gosterilmistir. Gravina A ve ark.
H. pylori ile enfekte ve ayn1 zamanda Rosacea hastaligina sahip kisilerin H. pylori
tedavisinin ardindan %96,9'unda rosacea deri lezyonlarinin kismi veya toplam

regresyonu ile diizelme gosterdigi raporlanmistir [112].

Psoriasis, urticaria, sjogren sendromu, sistemik skleroz, alopesi areata ve kutanéz
pruritus gibi dermatolojik hastaliklarin H. pylori enfeksiyonu ile iliskileri hala
arastirilmaktadir. Cogunlukla, bu calismalar H. pylori enfeksiyonunun bir sonucu

olarak sistemik enflamatuar yanitla baglantihidir [104].
2.9 Helicobacter pylori Tan1 Yontemleri

H. pylori tanisinda kullanilan testler endoskopi kullanilmasina bagh olarak invaziv
ve invaziv olmayan olarak iki grupta siniflandirilmaktadir. Endoskopi sirasinda elde
edilen biyopsi 6rneklerinin incelendigi invaziv teknikler; histolojik degerlendirme,
kiiltiir, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve hizli iireaz testini icermektedir. Ure
nefes testi, seroloji ve digki antijen testi ise tanida yararlanilan invaziv olmayan test

yontemleridir [113].
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H. pylori enfeksiyonunun dogru teshisi i¢in %90'1 asan ytiksek duyarlilik ve 6zgiilliik
tan testleri gereklidir. Glinlimiizde kullanilan bir¢cok tani testi mevcut olmasina
ragmen, her yontemin kendine 6zgli avantajlari, dezavantajlar1 ve sinirlamalari
vardir. Bir yontemin veya baska bir yontemin se¢imi, tani testlerinin mevcudiyetine,
erisilebilirligine, laboratuvarlarin seviyesine, hastalarin klinik kosullarina ve farkl
klinik durumlar tizerindeki pozitif ve negatif testlerin olasilik oranina baglh olabilir
[114]. Diski antijen testi, iire nefes testi, hizl1 lireaz testi, seroloji ve histoloji tan
yontemlerinin gecerliliklerinin birbiriyle kiyaslanmasi tablo 2.1'de verilmistir

[115].

Tablo 2.1 Hizli ireaz ve iire nefes testlerinin karsilastirilmasi [115]

Risult Test Histology RUT? Serology Stool_[z:;tigen UBT"
Sensitivity 89% 93% 50% 96% 89%
Specificity 78% 75% 54% 83% 73%
PPV’ 93% 95% 46% 98% 92%
NPV? 91% 94% 61% 96% 90%
Accuracy 85% 86% 52% 91% 82%
area under the ROC 0.839 0.843 0.525 0.901 0.812
curve (0.748-0.930) (0.752-0.935) (0.405-0.645) (0.826-0.977) (0.715-0.909)

§ Rapid Urease Test

€ Urea Breath Test

T Positive Predictive Value
T Negative Predictive Value
* 05% confidence interval

2.9.1 invaziv Yontemler
Histolojik Degerlendirme

H. pylori'nin teshisinde ilk kullanilan ve ayni zamanda standart yontem histolojik
incelemedir. Histolojik degerlendirme, H. pylori tanisinin yaninda inflamasyon
varligl ve siddeti, bagirsak metaplazisi, glandiiler atrofi, displazi ve neoplazi
hakkinda mukoza ile ilgili 6nemli bilgilere ulasmay1 saglar. Histolojinin ytlksek
duyarlilig1 genellikle toplanan biyopsi 6rneklerinin yeri, sayis1 ve biiytukliigiinden
etkilenmektedir. Diizensiz kolonizasyon bazen yanlis taniya da neden
olabilmektedir. Hem antrum hem de corpus biyopsi orneklerinin toplanmasi
onerilmekle birlikte gastrik biyopsi toplama icin altin standart, 5 biyopsi

bolgesinden 6rneklemeyi iceren giincellenmis Sydney siniflandirma sistemidir [113,
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116]. Gastrik mukozadaki H. pylori'nin diizensiz dagilimi, kolonizasyon yogunlugu
ve patalogun deneyimine bagh olarak H. pylori tanisi i¢in histolojinin duyarhlig: ve
ozgulligi %53 ila %90 arasinda degismektedir. Biyopsilerin sayisinin arttirilmasi
ve spesifik lekelerin kullanilmasi histolojinin duyarliligini artirabilecegi

diisiiniilmektedir [117].

H. pylori'nin histolojik degerlendirilmesinde mimkiinse, teshis icin en az iki ¢esit
boyama yontemi onerilmektedir. Biyopsi 6rneklerinde H. pylori'yi belirlemek icin
genellikle hematoksilin ve eozin boyasi yeterli olmaktadir. Giemsa boyasi ise
uygulama kolaylig1 nedeniyle diger boyalara gore avantajli oldugu gorilmektedir
Hematoksilin ve eozin boyasinin duyarlilik ve 6zgulliigii sirasiyla %69-93 ve %87-
90 olarak bildirilmistir [118]. Warthin-Starry, Giemsa, toluidin mavisi, akridin
turuncu, McMullen, Genta, Dieterle ve Romanouski boyalar1 veya immiinokimyasal
yontemler gibi 6zel boyalarin kullanilmasi ile 6zgiillik ve duyarhilik %90-100
oraninda iyilestirilebilir. Laine ve ark. hematoksilin ve eozin, Giemsa ve Genta
boyama yontemlerini diisiik ve yiiksek H. pylori yogunlugunda duyarhlik ve
hassasliklarin1 karsilagtirmislardir. Dusik H. pylori yogunlugunda duyarhlik
hematoksilin ve eozin icin %70, Giemsa icin %64, Genta icin %66, yiiksek H. pylori
yogunlugunda duyarlilik hematoksilin ve eozin icin %98, Giemsa i¢in %96; Genta
icin %97 olarak belirlenmistir. Hem diisiik hem de yiiksek H. pylori yogunlugunda
Genta ve Giemsa boyalari ve yiiksek yogunlukta hematoksilin ve eozin boyasi icin
ozgullik %98-100 olarak tespit edilmistir. Ancak, dusiik yogunluklu H. pylori'de
H&E boyas1 icin 6zgillik %90’dir [119]. Immiinohistokimyasal boyama
hematoksilin ve eozin, Giemsa ve Genta gibi geleneksel boyalara gére yorumlanmasi
kolay ve H. pylori teshisi i¢in olduk¢a hassas bir yontem olmasina ragmen her mide
biyopsi 6rnegi immiinohistokimyasal boyama yapmak i¢cin uygun degildir. Sekil
2.6'da spiral sekilli H. pylori mikroorganizmalarinin (A) hematoksilin ve eozin
boyama (x1000), (B) Giemsa boyama (x400), (C) Warthin-Starry silver boyama
(x100) ve (D) immiunohistokimyasal boyama (x400) teknikleri ile boyanmis halleri

gosterilmistir.
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Sekil 2.6 Helicobacter pylori'nin farkli boyama yontemleriyle goriintiillenmesi [118]

Histolojik yontemlerle en erken tani 2-3 giin siirmektedir ve tespit orani kesinlikle
pataloglarin uzmanligina gore degismektedir. Ayrica, kullanilan antibiyotikler ve
PPI, H. pylori'nin rutin mikroskopi teknigi ile saptanamayan spiral formdan kokoid
forma doniismesine sebep olabilmektedir. Bununla birlikte, floresan in situ
hibridizasyon (FISH) yontemi histolojik preparatlarda H. pylori'nin spesifik tespiti,
bakteri seklinden bagimsiz olarak yapilabilmesini saglamaktadir. Bu yontem en hizli
yontemdir ve H. pylori'yi tespit etmek 3 saat stirmektedir [113, 116]. FISH, histolojik
preparatlarda, H. pylori'ye ek olarak klaritromisin direnci gibi belirli bir bakteri
faktoriiniin veya 6zelliginin saptanmasina izin veren yeni bir yontemdir [120]. FISH,
belirli bir geni hedefleyen bir dizi floresan protein etiketli oligontikleotid prob
kullanir; kullanilan yaygin problar 16S ve 23S ribozomal RNA genleridir. In situ
hibridizasyon ve immiinokimyasal yontemler, viriilans faktdrlerini ve suslarin mide
mukozasindaki yerini saptamak icin de kullanilabilir. Bu y6ntemin morfolojik

tanimlamadan bagimsiz olmasi genellikle bireysel yanlihiga sahip degildir [116].
Kiiltiir

Gastrik biyopsi 6rneginden H. pylori kiiltiirii oldukga spesifik ancak spesifikligine
kiyasla daha az duyarliga sahip bir yontemdir. Optimum kosullarda kiiltiir islemi
gerceklestirildiginde %100 6zgulliige sahiptir. Ancak, kiiltliriin duyarlhilign %85-
%95 arasinda farkhliklar gostermektedir [114]. Sudraba A. ve ark. atrofisi olan
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hastalarda kiiltiir metodunun duyarlilik, 6zgilliik, pozitif prediktif deger (PPV),
negatif prediktif deger (NPV) ve genel dogrulugu sirasiyla %96, %100, %100, %80
ve %97 olarak belirlemislerdir [121].

H. pylori'nin oldukg¢a hassas bir bakteri olmasina bagl olarak, biyopsi 6rneklerinin
en kisa stire kultiirlenmesi gerekmektedir. Bu sebeple 6zel tasima ve kiiltiir ortami
sartlar1 gerektirir. Biyopsi 6rnekleri, 4 °C'de 24 saate kadar Portagerm pylori veya
Stuart tasima ortami gibi bir tasima ortaminda tutulabilir. Ayrica izole edildikten
sonra H. pylori %15 ila %20 arasinda degisen miktarlarda gliserol iceren Brucella
broth gibi s1v1 besiyerlerinde -80 °C'de veya -196 °C’de azot tankinda daha uzun siire
dondurularak saklanabilmektedir [122]. H. pylori kultirid icin kommensal
bakterileri inhibe eden spesifik antibiyotikleri (vankomisin, 10mg/L; amfoterisin B,
10mg/L ve sefsulodin veya trimetoprim, 5mg/L) iceren ve koyun veya at kani ilave
edilmis segici agarlar kullanilmaktadir. Bu agarlar; Pylori agar, Skirrow agar,
Columbia kan agar, Brucella agar, Beyin kalp infiizyonu agar veya Trypticase soy
agar olabilir. Biyopsi orneklerinden ekim gergeklestirilen agarlar mikroaerofilik
kosullar altinda (%85 N2, %10 CO2, %5 02) 37 °C'de en az 7 glin inkiibe edilmelidir.
inkiibasyonun ardindan kiiltiir ortaminda H. pylori tanisi, morfolojik 6zelliklere ve

pozitif ireaz, katalaz ve oksidaz reaksiyonlarina bakilarak koyulur [60, 113].

Koch’un postiilatlarina gore kiiltiir H. pylori enfeksiyonunu olusturmanin en spesifik
yolu olarak kabul edilir. Ancak deneyimli laboratuvarlar bile organizmay1 enfekte
olmus biyopsilerin sadece %50 ila %70'inden izole edebilmektedir. Bu nedenle
kiltir ortaminda biiyiimesini engelleyen diger organizmalari icermeleri nedeniyle
disky, tikiriik, kusmuk ve dis plaklarindan H. pylori'nin izole edilmesi olduk¢a

zordur [116].

H. pylori Kkiiltiirii, taninin yani sira bakterinin antibiyotik duyarliliinin ve
eradikasyon i¢in uygun ajanlarin secilmesi icin de kullanilmaktadir. Kiiltir
tarafindan saglanan H. pylori'nin antibiyotik duyarhilik testi klinik uygulamada
avantaj saglamaktadir. Ayrica, Maastricht IV Konsensus Raporu, klaritromisine
birincil diren¢ belirli bir cografi bodlgede veya ikinci basamak tedavi
basarisizligindan sonra %20'den yiiksekse H. pylori kiiltiirii ve antibiyotik duyarllik

testi yapilmasini 6nermektedir [123]. H. pylori’'nin izolasyonu ve kiiltiirii bakterinin
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daha iyi anlasilmasina, in vitro ortamda olanak saglayarak as1 ve ila¢ gelistirme
calismalarina katkida bulunmaktadir. Ayrica, detayli fenotipik ve genotipik
karakterizasyon H. pylori'ye yonelik epidemiyolojik 6zelliklerin anlasilmasini da

kolaylastirmaktadir [113, 114].

Allahverdiyev, Adil M. ve ark. H. pylori'nin tanisi icin mikro Kkiiltiir yontemini
gelistirmislerdir. Bu ¢alismada, diinyada ilk kez, mikrokiiltiir yontemi H. pylori tanisi
icin kullanilmis olup yontemin duyarlilig1 %80, 6zgiillugi %80 PPV degeri %83, NPV
degeri %95 olarak belirlenmistir. Mikrokiiltiir yonteminin klasik kiiltiir yontemine

kiyasla bir¢ok avantaji bulunmaktadir. Bunlar;

e Mikroaerofilik ortam kosullarini saglamak i¢in kit gerektirmemesi,
e Az miktarda bakteri iceren 6rneklerden taninin gergeklestirilebilmesi,
e H. pylori i¢in segici ortam olusturmasi nedeniyle kontaminasyon risklerini

azaltabilmesidir [124].
Molekiiler Tani Yontemleri

Gastrik biyopsi 6rneklerinde Polimeraz zincir reaksiyonu gibi molektiler yontemler
kullanilarak patojenlerin varligi saptanabilmektedir. PCR hem invaziv hem de
noninvaziv yontemlerle elde edilen ve bakteri miktar1 az olan 6rneklerde bile H.
pylori'nin teghisini saglayabilmektedir. Ancak PCR'in 6nemli bir dezavantaji,
tedaviden sonra hastalarin mide mukozasindaki o6li bakterilerin DNA
segmentlerinin de tespit edilebilmesidir. Bu durum yanlis pozitif sonuclara neden
olabilir. H. pylori enfeksiyonunu tespit etmek i¢in gastrik biyopsi 6rnekleri, tiikiirik,
diski, mide 6z suyu gibi 6rnekler kullanilarak PCR gerceklestirilmektedir. PCR, diger
konvansiyonel testlere kiyasla %95'ten daha fazla hassasiyet ve 0ozgullik

saglamaktadir [113, 125].

H. pylori’nin tanisina yonelik PCR temelli testlerde degisken tanisal dogruluk
degerlerine sahip UreA, glmM, UreC, 16S rRNA, 23S rRNA, Hsp60 ve VacA gibi farkli
hedef genler kullanilmaktadir [114, 116, 125]. Hsp60 gibi korunmus genleri hedef
alan nested ve semi-nested PCR teknikleri, duyarhiligi ve ozgilligli %100'e
cikarmaktadir [126]. Biyopsi temelli kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu ile ayni zamanda patojenetik genlerin ve Kklaritromisine veya
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florkinolona direngli suslarda oldugu gibi antimikrobiyal direncle iliskili spesifik
mutasyonlar belirlenebilmektedir. Fosfoglukosamin mutasyonunu kodlayan glmM
(treC) geni, PCR ile H. pylori tespiti icin Ustiin sonuclar vermistir. Varsayilan
viriilans faktoriinii, vakuolating sitotoksini kodlayan vacA geni, %99'u asan PCR
saptama hassasiyeti ile miikemmel sonuglar verdigi de belirlenmistir [127, 128].
Gastrik biyopsi drneklerinin disinda, dis plagy, tiikiirtk, idrar, diski veya mide suyu
gibi noninvaziv olarak elde edilen numunelerde de H. pylori DNA'sinin saptanmasi
PCR yontemi ile saglanmaktadir. Farkli hedef gen sekanslar1 karsilastirildiginda
farkli pozitif ve negatif prediktif degerler elde edilmektedir. Bu sebeple, testin
6zglnliigiini artirmak icin 6zellikle noninvasiv 6rneklerde iki farkli gen bolgesi de
birlikte degerlendirilmekte ve bu da yanlis pozitif sonucu 6nlemektedir. Daha az
bakteri yiikii iceren 6rneklerde H. pylori tanimlanmasini ve daha hizli sonuclar elde
edilmesi ile klinisyenlerin hastanin tedavisi hakkinda daha hizli ve daha dogru karar
vermesini saglamasi PCR'nin diger avantajlarini olusturmaktadir. Ayrica RT-PCR ile
antibiyotik direncine neden olan nokta mutasyonlarini saptanabilir, genotip-fenotip
iligkileri lizerine epidemiyolojik ¢alismalar ve molekiiler arastirmalar icin ek bilgi

saglanabilir [114, 126, 127].
Hizhi Ureaz Testi

Hizli iireaz testi H. pylori'nin sahip oldugu iireaz enzimi tarafindan gerceklestirilen
reaksiyona dayanmaktadir. Endoskopi sirasinda alinan antral biyopsi érneklerinde
uygulanan test H. pylori lireaz aktivitesinin tespiti prensibine dayanmaktadir. H.
pylori ureaz enzimi Ureyi hidrolize ederek CO2 ve NH3 a¢iga ¢ikmasim saglar.
Amonyak salimi test ortaminin pH degerini arttirarak ve ortamin renginin pembeye
donlismesine sebep olmaktadir. Bu renk degisimi ile ortamda H. pylori varlig tespit
edilebilmektedir [129]. Biyopsi 6rneklerinden H. pylori tanisinda kullanilmak tizere
gelistirilmis jel bazli (CLOtest, HpFast), kagit bazli (PyloriTek, ProntoDry) ve sivi
bazli (UFT300, EndoscHp) olarak bir ¢ok ticari iireaz testi mevcuttur. Ticari hizh
lireaz testlerinin sonuc¢ saglamak igin farkl reaksiyon siireleri vardir. CLOtest ile
dogru sonug almak genellikle 24 saat siirerken, PyloriTek ile 1 saatte, UFT300 hizli
lireaz testi ile ise 5 dakikada sonu¢ almak miimkiindiir. Biyopsi érneginde bulunan

bakteri yogunlugu hizh iireaz testi ile sonu¢ alma siiresini ve tanisal dogrulugu
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etkilemektedir. Pozitif bir hizl iireaz testi sonucu i¢in genellikle en az 10000
organizma gereklidir [114]. Hizli Ureaz testlerinin duyarliligi ve 6zgiilliigi bakteri
miktarina bagh olarak degismektedir. Antibiyotik, PPI gibi ilaglarin kullanimi
bakteri yogunlugunu azaltacagindan yanlis negatif sonuclar hizli lireaz testi ile
alinabilmektedir. Kagit temelli iki ticari kit ile yapilan ¢alismada; tedavi 6ncesi
bakteri yogunlugu fazla iken kitlerin %90'1n tizerinde duyarhlik ve 6zgilliige sahip
oldugu ancak terapi sonrasi bakteri yogunlugu azaldigindan, kitin duyarliliginin
%60'a dustiigii belirlenmistir [130]. Genel olarak bakildiginda hizli iireaz testlerinin
duyarliigt %80 ile %100 arasinda, ozgulligu ise %97 ile %100 arasinda
degismektedir [113, 129, 131].

Ureaz testlerinin tanisal dogrulugunu etkileyen antibiyotik, PPI gibi ilaglarin yam
sira H2 reseptdr antagonistleri, bizmut bilesikleri, aklorhidri ve kan varhigini da
yanlis negatif sonug olasiligini artirmaktadir. Bakterinin spiral ya da kokoid formda
olmas1 da tamisal dogrulugu etkilemektedir. Biyopsi Orneklerinin formalin
kontaminasyonu da hizli tlreaz testlerinin duyarhlhigini azaltmaktadir. Ayrica,
hastada aklorhidri durumunda Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, Klebsiella
pnémoni, Staphylococcus aureus, Enterobacter cloacae gibi diger lireaz pozitif
bakterilerin varligl da yanlis pozitif sonuglara sebep olabilir. Ancak H. pylori
enfeksiyonunun tanisindaki diisiik maliyeti, kolaylig1 ve hiz1 hizli iireaz testine

kiltir ve histoloji konusunda tstiinliik saglamaktadir [129-131].
2.9.2 invaziv olmayan yéntemler
Ure Nefes Testi

Endoskopi yapilmasini gerektirmeyen bir yontem olan tlre nefes testi, aktif
enfeksiyonlarin teshisinde ve devam eden tedavilerde takip amagh kullanilan basit
ve ylksek tanisal dogruluk gostermektedir [129]. Bu test bircok uzman tarafindan
en giivenilir non-invaziv test olarak kabul edilmektedir. Test uygulanacak kisilere
stabil 13C veya radyoaktif 14C karbon izotopu i¢ceren bir miktar iire verilmektedir.
Eger H. pylori varsa, bakterinin sahip oldugu tlireaz ile lire 13C isaretli veya 14C
isaretli COz ve NH3’e hidrolize olur. Isaretli izotoplar: iceren COz molekiilleri kana
difiize olur ve akcigerlerden ekshalasyonu yapilir. Izotop kiitle orani veya kizilotesi

spektrometrisi kullanilarak ekshale edilen havadan tan1 koyulmaktadir [129, 132].
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H. pylori tanisi igin lire nefes testi uygulanan calismalarda % 95'e yakin oranlarda
yuksek duyarlilik ve o6zgillik tespit edilmistir [133]. Best ve arkadaslari, H.
pylori’'nin teshisinde kullanilan noninvasiv testler olan iire nefes testi seraloji ve
diski antijen testlerinin tanisal dogrulugunu incelemislerdir. H. pylori ig¢in
duyarhliklar1 13C-lire nefes testi, 14 C-iire nefes testi, seroloji ve diski antijen testi
icin sirasiyla %94, %92, %84 ve %83 olarak belirlenmistir. Bu test karsilastirma
calismasina bagh olarak, arastirmacilar gastrektomi oykiisii olmayan ve yakin
zamanda antibiyotik veya PPI almayan Kisiler icin lire nefes testlerinin seroloji ve
diski antijen testine kiyasla daha yiiksek tanisal dogruluk oranlarina sahip

olduklarini 6ne stirmiislerdir [134].
Serolojik Yontemler

Serolojik testler, dogrulugu, diisiik maliyeti ve kullanilabilirligi nedeniyle H. pylori
enfeksiyonu tanisi i¢in rutin uygulamada en sik kullanilan testlerdir. Serolojik
testlerin tedavi alan (proton pompa inhibitorleri ve antibiyotikler) veya akut
kanama gosteren hastalarda yanlis negatif sonuclar iiretmemeleri gibi avantajlari da
vardir. Serolojik testler hastanin serumundaki anti-H. pylori IgG’lerin varliginin
saptanmasina dayanmaktadir. Ayrica, serolojik testler ile tliklriikte IgA veya
idrarda IgG varligini da tespit edilebilmektedir. Testlerin duyarliligi ve 6zgulligi
kullanilan antijene, klinik ortama, karsilastirici olarak kullanilan altin standarda ve
toplumda H. pylori prevalansina baglidir. Genel olarak, duyarlilik (¢ogunlukla ELISA
tabanli format icin) %90 ile %97 arasinda ve ozgillik %50 ile %96 arasinda

bildirilmistir [135].

Gluniimiizde seroloji ilk tarama icin ve tedaviden 6nce histoloji ve/veya kiiltir
yontemleri ile onaylanmasi onerilmektedir [136]. Serolojik testlerin en 6nemli
dezavantaji, aktif enfeksiyon ile daha 6nce H. pylori'ye maruz kalma arasinda ayrim
yapamamalaridir. Uzun siireler boyunca H. pylori enfeksiyonuna sahip fakat tedavi
edilen kisilerin kaninda ytiksek antikor seviyeleri goriilmeye devam edebilir. Bu
nedenle, bir popiilasyonda H. pylori i¢in basariyla tedavi edilen hasta sayis1 arttikea,
seroloji ile yanlis pozitif testlerin yayginlig1 da artmaktadir [135]. Ayrica, H. pylori
antikor seviyeleri 6nemli 6l¢iide kalitsaldir. Boylece, insan konagin bireysel genetik

farkliliklar1 H. pylori antikor diizeylerini 6nemli 6l¢iide etkilemektedir [136].
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H. pylori'nin tespiti i¢in antikor bazl testler kolayca iiretilebilmektedir, ancak ayni
zamanda yiiksek negatif prediktif degerler sunmaktadirlar. Bunun nedeni serolojik
testlerin dogrulugunun, ticari kitte kullanilan antijene ve antijen kaynag olarak
kullanilan spesifik H. pylori suslarinin testin uygulandig1 poptlasyondaki yayginlik
oranina baglh olmasidir. Bu durumun tistesinden gelebilmek icin H. pylori suslarinda
korunan yuksek molekiiler agirhikli hiicre ile iligkili antijenler testlerde
kullanilmaktadir. Enfeksiyonu tespit etmek icin aday olarak CagA, VacA, UreA, Omp,
Omp18, FlidD, HcpC ve GroEL gibi gesitli immiinojenik proteinler kullanilmistir
[114, 135, 137]. H. pylori enfeksiyonunun serolojik tanisi i¢in alt1 yliksek derecede
immiinojenik virtilans faktorii (CagA, VacA, GroEL, gGT, HcpC ve UreA) igeren,
recomLine H. pylori 1gG testi histoloji ile karsilastirildiginda, sirasiyla %97,6 ve
%96,2 duyarlilik ve ozgiillik gosterdigi belirlenmistir [138]. Fonksiyonel
flagella'nin bir araya getirilmesinde 6nemli bir element olan H. pylori FliD proteini
serolojik testlerde kullanilmak amaciyla incelenmis ve %99 duyarliliga ve %97

ozgiilliige sahip oldugu belirlenmistir [139].
Diski Antijen Testi

Diski antijen testi, genellikle iire nefes testi mevcut olmadiginda H. pylori'yi
saptamak icin Onerilen noninvaziv bir yontemdir. H. pylori enfeksiyonunun
tanisinda yiiksek duyarhlik ve ozgilliige sahip enzim immiinoanalizine ve
immiinokromatografiye dayanan iki tiir diski antijen testi vardir [140]. Ancak
yapilan son c¢alismalarda enzim imminoanalizine dayanan testlerin
immiinokromatografi temelli testlere gore daha gilivenilir sonuglar verdigi
belirtilmistir. Bununla birlikte, immiinokromatografi temelli testlerin yapilmasi
daha kolaydir ve 6zel ekipman gerektirmemesi sebebiyle H. pylori enfeksiyonunun
hizli tanisi icin avantajlidir [141]. Diski antijen testleri ayrica ¢ocuklarda ve gastrik
cerrahi sonrasi hastalarda H. pylori enfeksiyonu tanisinda da faydalidir. Diski
ornekleri sekilsiz veya sulu oldugunda H. pylori’'ye 0zgii antijenlerin Ornekte
seyrelmesi nedeniyle testlerin dogrulugu diismektedir. Sicaklik ve diski 6rnegi
toplanmasi ile Ol¢limii arasindaki aralik da diski antijen testinin sonuglarini

etkilemektedir [116, 141]. Buna ragmen global incelenen bir meta-analizde H. pylori
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enfeksiyonunun tanisinda diski antijen testlerinin duyarlilig1 %94 ve 6zgilligi %97

olarak belirlenmistir [142].

ilk gelistirilen digki antijen testleri poliklonal antikorlara dayanmaktaydi. Poliklonal
testler H. pylori enfeksiyonu tanisi i¢in giivenilir sonuglar saglamaktadir. Ancak, bazi
calismalarda eradikasyon sonrasi degerlendirmede yanlis pozitif sonuglar
gozlemlenmistir. Monoklonal diski antijen test kitlerinin duyarliligi poliklonal
testlere gore daha yiiksektir [113, 140, 143]. Gisbert JP ve ark. meta-analizde
monoklonal antikorlara dayanan digki antijen testlerinin 6zgilligiiniin 0.97 (%95

CI: 0.96-0.98) oldugunu gostermistir [142].
2.10 Helicobacter pylori'nin Tedavisi

H. pylori’nin mevcut tedavisi amoksisilin, klaritromisin, metronidazol ve
levofloksasin gibi antimikrobiyal ajanlarin ve proton pompasi inhibitorleri gibi
antisekretuar ajanlarin kombinasyonuna dayanmaktadir [8]. Bununla birlikte
antibiyotik direngliligi gibi nedenlerden otiirii Helicobacter pylori'nin ortadan
kaldirilmasi olduke¢a zordur. Bu nedenle, tedavide genellikle iki veya daha fazla
antibiyotik, bir PPI ve/veya bizmut iceren bilesiklerle birlikte kullanilmaktadir [80].
Mevcut klinikte kullanilan antibiyotik rejimleri arasinda klaritromisin bazl tgli
tedavi, bizmut bazlh dortli terapi, eszamanl terapi, ardisik terapi, ve levofloksasin

bazli tedaviler yer almaktadir.
2.10.1 Tedavide Kullanilan ilaglar

Helicobacter pylori enfeksiyonunun tedavisinde klaritromisin ve eritromisin gibi
makrolidler; metronidazol ve tinidazol gibi nitroimidazoller; amoksisilin ve
ampisilin gibi penisilin tiirevleri; tetrasiklinler tercih edilmektedir. Antibiyotiklerin,
ozellikle antibiyotik direncliligi nedeniyle tedavide tek basina kullanimlarinda
eradikasyon oldukga diistiktiir. Bu nedenle antibiyotikler ¢oklu, bizmut tuzlariyla ve

proton pompa inhibitérleriyle birlikte kullanilmaktadir.

Klaritromisin: Klaritromisin, yar1 sentetik, aside dayanikli ve yapisal olarak
eritromisine benzer bir makrolid antimikrobiyal ilagtir. Makrolidler, 23S ribozomal
RNA'nin V bélgesinin peptidil transferaz dongiisiine baglanarak etki eder, boylece

aminoasil transfer-RNA'nin translokasyonunu ve ardindan protein sentezini inhibe
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ederek etki gosterir. Klaritromisin iki sekere bagh 14 {iyeli bir lakton halkasindan
olusur ve lakton halkasinin 6. pozisyonunda O-metil varlig: ile eritromisinden
yapisal olarak farklidir. Bu durum asit stabilitesi ve gelistirilmis antimikrobiyal ve
farmakokinetik oOzellikler saglamaktadir. Klaritromisin, gram-pozitif ve gram-
negatif mikroorganizmalari, atipik patojenleri ve anaeroblari inhibe edebilmektedir

[144].

Amoksisilin: Helicobacter pylori, hem in vivo hem de in vitro olarak amoksisiline
olduke¢a duyarhdir. Penisilin tiirevi olan amoksisilin, bakteri hiicre duvari sentezini
inhibe ederek bakteri oliimiine yol acgar. Ayrica amoksisilin, mide mukozasi

seviyesinde topikal intraliiminal aktiviteye ve sistemik aktiviteye sahiptir [145].

Tetrasiklin: Tetrasiklin, H. pylorinin birinci basamak tedavisinde diger
antibiyotiklerle kombinasyon halinde kullanilmaktadir. Diisiik pH'ta stabildir ve
amoksisilin gibi topikal bir ajan olarak H. pylori'ye kars: aktiviteye sahiptir. Tek
basina kullanildiginda tetrasiklin, H. pylori enfeksiyonunu ortadan kaldiramaz;
ancak H. pylori direng gelisimi nadirdir. Bu sebeple ¢oklu antibiyotik tedavilerinde
tercih edilmektedir [145].

Metronidazol: Metronidazol, esas olarak anaerobik ve parazitik enfeksiyonlarin
tedavisinde kullanilan bir nitroimidazoldiir. Ancak metronidazol, H. pylori'ye karsi
da aktiftir ve biyoyararlanmimi asit baskilamasindan etkilenmemektedir. Avrupa
Helicobacter Calisma Grubu, her bolgedeki 6zgiil diren¢ oranina gore H. pylori
enfeksiyonunun tedavisinde secenek olarak metronidazol bazl tgli bir terapi

kullanilmasini tavsiye etmistir [146].

Bizmut Tuzlar:: Bizmut tuzlari, 200 yildan uzun siiredir tibbi amaglar icin
kullanilmaktadir. Bizmut, organizmanin hiicre duvarini bozarak topikal olarak ve H.
pylori'ye kars1 antimikrobiyal bir ajan olarak hareket eder. Ek olarak, bizmut, H.
pylori'nin mide epiteline yapismasina miidahale etmenin yani sira organizmanin

tireazini, fosfolipazini ve proteolitik aktivitesini inhibe edebilmektedir [145].
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2.10.2 Birinci Basamak Helicobacter pylori Tedavisi
2.10.2.1 Klaritromisin Bazh Uglii Tedavi

Klaritromisin, amoksisilin (veya penisilin alerjisinde metronidazol) ve PPI iceren
klaritromisine dayali 14 gunlik uc¢li tedavi birinci basamak tedavi olarak
adlandirilmaktadir. Ancak artan antibiyotik direncine bagh olarak bu tedavi 6nerisi
revize edilerek gliiniimiizde sadece <%15 bilinen diren¢ prevalans oranina sahip
bolgelerde ve daha 6nce makrolid kullanmamis hastalarda birinci basamak tedavi
olarak kullanilmasi 6nerilmektedir [147]. Klaritromisine dayal ii¢li tedavi, Avrupa
Helicobacter ve Mikrobiota Calisma Grubu’'nun (EHMSG) yayinlanmis uluslararasi
kilavuzlarinda diisiik klaritromisin direncinin oldugu bélgelerde standart tedavi

olmaya devam etmektedir [148].
2.10.2.2 Bizmut Bazlhi Dortlii Tedavisi

Bizmut, metronidazol, tetrasiklin ve bir PPI'dan olusan bizmut dortli tedavi
halihazirda ACG and Maastricht V/Florence konsensiis kilavuzlarina gére 10-14 giin
boyunca birinci basamak ampirik tedavi olarak onerilmektedir. Bu tedavi rejimi,
ozellikle klaritromisin direncinin tedavi agisindan elverissiz oranlarinin oldugu
bolgelerde tercih edilmektedir [147]. Gegmiste bu rejim ikinci basamak tedavi
olarak oneriliyordu. Ancak Kklaritromisin direncinden etkilenmedigi i¢in direncli
bolgelerde tedavi secenekleri arasinda belirgin bir avantaja sahiptir. Bu nedenle,
bizmut dortlii tedavi ve eszamanh tedavi, klaritromisine ytiksek direncli bolgelerde
ve antibiyotik tedavisi dykust olan kisilerde birinci basamak ampirik tedavi olarak
onerilmektedir. Dusiik klaritromisin direncinin oldugu bolgelerde, bunun yerine 14

glinliik klaritromisin ticlii tedavisi kullanilabilmektedir [149].
2.10.2.3 Ardisik Tedavi

Ardisik tedavi, 5 giinliik ikili terapi (PPI ve amoksisilin) ve ardindan 5 giinlik ti¢lii
terapiden (PPI, klaritromisin ve tinidazol) olusan 10 giinliik bir eradikasyon rejimi
olarak tanimlanmaktadir [150]. Italya'da Zullo ve ark. tarafindan yiiriitiilen
prospektif kontrollii bir ¢alismanin sonuglarinda, ardisik tedavinin hem tedavi
amach (ITT; % 92'ye kars1 % 74, P <0.0001) hem de protokol basina (PP; %95'e
kars1 %77, P <0.0001) standart rejimden 6nemli 6l¢lide daha yliksek eradikasyon
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oranlarina ulastig1 belirtilmistir. Sirali tedavinin klaritromisine direngli H. pylori
suslar1 olan hastalarda daha etkili oldugu da kanmitlanmistir [151]. Sirali terapi,
birinci basamak H. pylori olarak mevcut ana akim PPI tabanli ti¢lii tedavinin yerini
alacak gicli bir rakip gibi goriinmektedir. Bununla birlikte, sirali tedavinin

karmasik dozajinin kot uyumla sonuclanabilecegi de dustiniilmektedir.
2.10.2.4 Es Zamanh Tedavi

Bizmut dis1 dortlii rejim veya es zamanh rejim kavrami olarak adlandirilan tedavi
yontemi geleneksel standart tlgli terapiye (PPI-klaritromisin-amoksisilin)
amoksisilin, metronidazol veya tinidazol ilavesiyle kolayca es zamanh tedaviye
déniistiiriilebilmektedir. Uclii rejimin tedavideki basaris1 bakteri yiikii ile ters
orantilidir ve midede diisiik bakteri yogunlugu olan hastalarda daha yiiksek
eradikasyon oranlari elde edilmektedir. Es zamanl tedavide amoksisilinin tcli
tedaviyle birlikte kullanilmasinin midede bakteri ytkiini azalttifi ve bunun
sonucunda kisa siireli liglii tedavinin etkinliginde iyilesme saglandig: bilinmektedir

[152].
2.10.3 ikinci Basamak Helicobacter pylori Tedavisi

Birinci basamak tedavinin basarisizlikla sonuc¢landigi durumlarda ikinci basamak
tedavinin, ilk tedavide kullanilan antibiyotikleri icermemesi beklenir. Genis
spektrumlu kinolon tiirevi bir antibiyotik olan levofloksasin ticlii tedaviden bir
sonraki tedavi secenegi olarak diustunilmistir. PPI + levofloksasin ve
amoksisilinden olusan Ttgclii levofloksasin tedavisi bizmut dortli tedavi
basarisizhgindan sonra onerilmektedir [149]. Ikincil kinolon direncinin hizh
gelismesi nedeniyle, levofloksasinin birinci basamak kullanimi genellikle tavsiye
edilmez ve ilag, Kklaritromisin ve/veya metronidazol bazli rejimlerin

basarisizligindan sonra ikinci basamak rejimlerde kullanilmaktadir [153].
2.11 Antibiyotik Direngliligi

Ozellikle 2000 yilindan bu yana, H. pylori eradikasyon oranlari, bir veya daha fazla
antibiyotige karsi artan diren¢ nedeniyle diismektedir [154]. H. pylori'de antibiyotik
direnci gelisiminin ana mekanizmalari; antibiyotiklerin ribozomlara baglanmalarini

engelleyen ve DNA replikasyonunu, transkripsiyonunu etkileyen, peptidoglikan
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biyosentezinde rol alan penisilin baglayici proteinleri modifiye eden protein
sentezine miidahale etme kapasitesini bozan mutasyonlardir [155]. H. pylori
tedavisinde en 6nemli antibiyotikler klaritromisin, metronidazol ve amoksisilindir.
Sekil 2.7, diinya ¢apinda yakin zamanda bildirilen klaritromisin ve metronidazole
diren¢ oranlarin1 gostermektedir. Bu antibiyotiklere direncin eradikasyon

basarisizliginin ana nedeni oldugu diistiniilmektedir [11].
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Sekil 2.7 Klaritromisin ve metronidazolun diinya ¢apinda direng oranlari [11]

H. pylori'min antibiyotik direncini etkileyen, yas ve cinsiyetin yan1 sira konakgi
hastalik durumu ve patojenlerin tasidigi viriilans faktorleri gibi bircok faktor vardir.
H. pylori tarafindan salgilanan viriilans faktorlerinin mide hastaliklarinda farkh
klinik sonuglarla yakindan iliskili oldugu iyi bilinmektedir. Sitotoksin ile iliskili gen
A, H. pylori'nin en yaygin viriilans faktoriidiir. Baz1 ¢alismalarda cagA+ olan
hastalarda klaritromisin diren¢ oraninin cagA- hastalardan daha ytiksek oldugunu
gosterilmistir, ancak farkli c¢alismalarda ise cagA+ hastalarinda eradikasyon
oraninin cagA- olanlardan anlaml derecede daha ytiksek oldugu da gosterilmistir.
Bununla birlikte, bu faktérlerin H. pylori'nin antibiyotik direnci ile iliskisini net

olarak ac¢iklayan ¢alismalar yetersizdir [156].

Klaritromisin, bakteriyel ribozoma baglanarak ve bunlarin etkilerini yavaslatarak

protein sentezini inhibe eden bir makrolid antibiyotiktir. Klaritromisin direnci, 23s
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rRNA genindeki A2142C, A2142G ve A2143G'deki li¢ nokta mutasyonlarindan
kaynaklanmaktadir. Klaritromisin direnci bolgeye gore farklilhik gostermektedir.
Japonya'da yayinlanan bir ¢alismada, 2002'de klaritromisine diren¢ orani %18,9
iken, 2006 yilinda klaritromisine diren¢ oraninin %27,2'ye yiikseldigi belirtilmistir
[157]. Ugiincii basamak eradikasyon tedavisi ile bile, Japonya'da klaritromisine
diren¢ oranlar1 %86,4 olarak bildirilmistir [158]. Ozellikle klaritromisin direnci
bir¢ok tilkede hizla artarak Cin'de %50'ye kadar ytikseldigini gosteren ¢alismalar
literatiirde mevcuttur [156]. Bununla birlikte, H. pylori'nin klaritromisine direncinin
diinya capinda yayginligi oldukca degiskendir. Asya'da %85,5; Avrupa'da %72,4;
Amerika'da %70,6; Afrika'da %29; ve Okyanusya'da %9'a kadar diren¢ oranlari
belirtilmistir. Bat1 Asya'da klaritromisine direng Iran'da %10 ve iizeri, Tiirkiye'de
ise %20 ve flzeri olarak bildirilmistir. Bir ¢alismada, Tiirkiye'deki dispepsi
hastalarinin %47,5'inde klaritromisin direnci bildirilmistir [11]. Baz1 bolgelerde,
klaritromisine diren¢ oraninin olduk¢a yiiksek oldugu ve zamanla arttig:
bilinmektedir. Diren¢ oranlarinin %15'in tlzerinde oldugu tiim bu bdlgelerde
klaritromisin ti¢lii tedavisi yerine ya bizmut dortli tedavi ya da es zamanh tedavi

kullanilmasi 6nerilmektedir [149].

Metronidazol ve tinidazol, nitro radikal anyonlarinin olusumu yoluyla bakteriyel
DNA'ya zarar veren bakterisidal nitroimidazol antibiyotiklerdir. H. pylori'nin
metronidazole karsi birincil diren¢ mekanizmasi, elektron tasima proteinlerinin
azalmis aktivitesinin neden oldugu imidazol azalmasindandir [159]. Metronidazol
direnci, standart ticlii rejimin tedavi etkinligini de buiyiik dlciide azaltmasi sebebiyle
onemlidir. Genel olarak, metronidazol diren¢ oranlar1 bir¢ok Avrupa lilkesinde
artmaktadir. Avrupa'da diren¢ %14 ila %33 arasinda degismektedir. H. pylori'de
birinci basamak antibiyotiklere karsi artan direnci artirmaya yonelik genel egilim,
tedavi eden doktorlar1 PPI ve bizmut tuzu iceren tetrasiklin veya levofloksasin veya
rifabutin bazh tedavi rejimleri gibi alternatif tedavi rejimleri recetelemeye tesvik

etmistir [12].

Florokinolon direncinin yayginligi kapsaml bir sekilde ¢alisilmamis olsa da H.
pylori'de levofloksasin direnci zamanla artdig1 bilinmektedir. Levofloksasin dahil

florokinolonlar, bakteriyel DNA replikasyonunu inhibe eden bakterisidal
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antibiyotiklerdir. H. pylori izolatlarinin ¢ogu baslangicta florokinolonlara duyarh
olmasina ragmen, H. pylori'deki florokinolonlara diren¢ nokta mutasyonlarindan
kaynaklanmaktadir [159]. H. pylori'de levofloksasin direnci diinya capindaki
yayginligi klaritromisin ve metronidazole kiyasla dustktiir (%0-20) [12].

Amoksisilin, orta spektrumlu bir bakterisidal penisilin tiirevi antibiyotiktir. H.
pylori'deki amoksisilin direncinin birincil mekanizmalari, penisilin baglayici
proteinlerin degismesi veya hiicre zari1 gecirgenliginin azalmasidir. H. pylori
amoksisilin direncinin diinya ¢apinda yayginliginin, bu antibiyotigin recetesiz elde
edilebildigi cografi bolgelerde daha yiiksek seviyelerde olmasina ragmen, oldukca

degisken (% 0-30) oldugu bildirilmistir [159].

Tetrasiklin, protein sentezini ve bakteri biiylimesini engelleyen bakteriyostatik bir
antibiyotiktir. H. pylori'de, tetrasikline karsi birincil diren¢ mekanizmasini,
tetrasiklinin birincil baglanma bolgesindeki gen mutasyonlar1 olusturmaktadir
[159]. H. pylori'de tetrasiklin direncinin diinya ¢apinda yayginlig fazla degildir.
Tetrasiklin, Dogu Avrupa ve Asya lilkelerinde %5 ile %19 arasinda degisen direng
oranlarina sahiptir. Asya'da %32,4'e ve Amerika'da ise %3,9'a varan oranlarda

direnglilik tespit edilmistir [12].

Helicobacter pylori'nin klaritromisin, metronidazol veya levofloksasin antibiyotik
direncliliginin ¢ogu iilkede yaygin oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte,
amoksisilin ve tetrasiklin karsi direnclilik daha diistiktiir. Ancak, tedavide tek
basina kullanimda etkili olmadiklar bilinmektedir. Bu nedenle, H. pylori’'ye yonelik
klaritromisin, metronidazol veya levofloksasine H. pylori direnci ¢ogu tilkede ytliksek

kaldigindan, H. pylori'yi ortadan kaldirmak icin etkili bir rejimin se¢imi kritiktir [10].
2.12 Helicobacter pylori’ye Yonelik Alternatif Tedavi Yaklagimlari

H. pylori enfeksiyonunun tedavisinde kullanilan baslica ajanlar antibiyotikler iken,
direng¢ gelisimi antibiyotiklerin uygulamalarini sinirlamaktadir. Ayrica antibiyotik
kullanimi, insan mide-bagirsak yolunda kolonilesen mikroorganizmalarin
olusturdugu mikrobiyotay1 bozmakta ve bdylece ishal gibi yan etkilere neden
olmaktadir [160]. Antimikrobiyal direncin yani sira tedavideki basarisizligin bir

diger nedeni de hastanin tedaviye uyumsuzlugudur. Hastanin tedaviye uyum
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gostermemesi, diisiik bakteri eradikasyon oranlarini agiklayan temel bir faktordiir.
Uzun stire tekrarlayan dozlarda uygulanan en az ii¢ ilac1 iceren tedavinin
karmasikliginin hastanin tedaviye uyum gostermemesinin nedeni oldugu
diistiniilmektedir. Ayrica, H. pylori enfeksiyonunun basarili bir sekilde ortadan
kaldirildiktan sonra niiksetmesi, tedavilerin etkinligi acisindan bir sorun tegkil
etmektedir [21]. Bu sorunlar dikkate alindiginda antibakteriyel aktiviteye sahip yeni
molekiiller ve hastalarin tedavilere uyum saplamasina yardimci olan adjuvanlar
bulmak icin yeni terapoétik yaklasimlarin gerekliligi ortaya ¢cikmistir. Bu nedenle, H.
pylori enfeksiyonunun tedavisi icin probiyotikler, bitkisel ekstraktlar1 ve

fraksiyonlarini iceren fitoterapi gibi alternatif tedavi yaklasimlari gelistirilmektedir.
2.12.1 Probiyotikler

Gida ve Tarim Orgiitii ve Diinya Saghk Orgiitii'ne gore, probiyotikler "yeterli
miktarlarda alindiklarinda konakgiya yarar saglayan canli mikroorganizmalardir”
[21]. H. pylori'min tedavisinde probiyotiklerin monoterapi olarak veya
antibiyotiklerle kombinasyon halinde kullanilmasi aktif bir arastirma alanidir.
Probiyotiklerin H. pylori ile enfekte kisilerde kullanimi ya bagisiklik tepkisini
uyararak ya da patojenik bakterilerle dogrudan rekabet ederek patojenik bakteri
enfeksiyonunu 6nleyebilir. Ayrica, probiyotikler antibiyotiklerin neden oldugu yan
etkileri oOnleyebilecegine ve eradikasyon oranlarin1 artirabilecegine yo6nelik

calismalar literatiirde mevcuttur.

Mide, H. pylori enfeksiyonuna enflamatuar yanit, kemokinler ve sitokinler gibi cesitli
enflamatuar aracilarin salimi ile karakterize edilir. Probiyotikler, anti-enflamatuar
sitokin sekresyonunun modiilasyonu yoluyla immiinolojik yaniti1 degistirebilir, bu
da mide aktivitesinin ve inflamasyonun azalmasina neden olur [161].
Probiyotiklerin, bakterilere kars: ilk savunma hatti olan mide asiditesi ve mide
mukozas1 bariyerinde adezyon reseptorleri i¢cin H. pylori ile rakabete girmesi
nedeniyle miisin iiretimini uyarabilecegi ve bagirsak mukozal bariyerini stabilize
edebilecegi de diistiniilmektedir. H. pylori'nin insan mide hiicre hattinda MUC1 ve
MUC5 gen ekspresyonunu baskiladig1 bilinmektedir [162]. L. plantarum ve L.
rhamnosus gibi probiyotiklerle yapilan ¢calismalarda, probiyotiklerin MUC2 ve MUC3

genlerinin ekspresyonunun arttirdigi ve kolon hiicre kiltiirleri tarafindan miisinin
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hiicre dis1 salgilanmasinin patojenik bakterilerin yapismasini inhibe edebilecegi in
vitro gosterilmistir. Bu tirlerin bu yetenegi, mide mukozasinin mukozal
gecirgenligini geri kazandirirarak H. pylori gibi patojenik bakterilerin yapismasini
engellemektedir. Ayrica, probiyotikler salgiladiklar: laktik asit ve bakteriyosinler ile
de H. pylori'nin yapismasini engelleyebilir [163]. Probiyotikler, kisa zincirli yag
asitleri ve antibakteriyel maddeler salgilayarak H. pylori blyumesini de
engelleyebilirler. Asetik, propiyonik ve laktik asitler gibi kisa zincirli yag asitleri,
probiyotikler tarafindan karbonhidrat metabolizmasi sirasinda tretilir ve bunun
sonucunda bir pH diisiisiine neden olurlar. H. pylori'nin aktivitesi lreaza ve
dolayisiyla pH’a bagl oldugundan pH dustsu H. pylori'nin ¢ogalmasini engeller
[164]. 1989'da Bhatia ve ark., bir Lactobacillus susunun, kisa zincirli yag asitlerine
bagh olarak H. pylori'ye karsi antagonistik etkisini gozlemleyen ilk gruptur. Bazi
Lactobacillus turleri, bakteriyosin siniflariyla ilgili antimikrobiyal bilesikleri
sentezler. Bakteriyosinler, potansiyel anti-H. pylori aktivitesi iceren antimikrobiyal

aktiviteye sahip kiiciik ve diyalize edilebilir peptit yapilardir [165].

Farkl probiyotiklerin H. pylori'ye karsi olumlu etkisini gostermek i¢in in vitro ve in
vivo olarak hayvan modellerinde ve ayrica klinik deneylerde yapilan cesitli
calismalar mevcuttur. H. pylori enfeksiyonunun hayvan modellerinde c¢esitli
probiyotiklerin antibiyotik kullanimini azaltma veya yan etkilerini azaltma
potansiyeli ile antibiyotiklere alternatif veya tamamlayici olabilecek olumlu etkiler
gosterdigi tespit edilmistir [166]. Patel ve arkadaslari, yakin zamanda
probiyotiklerin H. pylori enfeksiyonu iizerindeki etkisini inceleyen in vivo klinik
calismalar1 gozden gecirdiler. Antibiyotik ve probiyotik kombinasyonlarinin
etkinligini arastiran 12 insan ¢alismasi ve enfeksiyon tedavisi i¢in antibiyotiklere
alternatif olarak tek basina probiyotik kullanan 16 ¢alisma bildirdiler. Sonuglar,
vakalarin ¢ogunda, H. pylori gastritinde bir iyilesme ve bakteriyel kolonizasyonda
bir azalmanin probiyotik uygulamasiyla iligkili oldugunu gostermistir. Ayrica,
probiyotik kullaniminin antibiyotiklerle iligkili yan etkileri azaltmaya yardimci

oldugu da yapilan ¢alismalarda belirtilmistir [167].

Ayrica probiyotikler, H. pylori ile ilgili hastaliklarin iyilestirilmesine de yardimci

olabilir. H. pylori enfeksiyonunun klinik sonucu, H. pylori susunun tipi, enflamasyon
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derecesi ve H. pylori kolonizasyonunun yogunlugu gibi ¢esitli faktorlerle belirlenir.
Artan enfeksiyon diizeyi ile peptik tlser hastalig1 ve mide kanseri gelisme riskinin
arttig bildirilmistir. Bu nedenle, H. pylori'nin kalic1 veya uzun vadeli baskilanmas;,

H. pylori ile iligkili hastaliklarin gelisme riskini azaltabilir [160].
2.12.2 Bitkiler

Bitkisel ekstraktlar ve yaglar, antik caglardan beri tedavi edici bilesenler olarak
kullanilmis ve kullanimlari nesilden nesile aktarilmistir. Glintimiizde de H. pylori
enfeksiyonu dahil olmak tizere bircok enfeksiyon, kanser vb. hastaliklar icin
bitkilerin tedavi edici etkinlikleri incelenmektedir [21]. Bitki ekstraktlarinin veya
bilesiklerinin H. pylori uzerindeki etkinligini inceleyen de bircok c¢alisma
bulunmaktadir. Cogo ve ark., gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde kullanilan
geleneksel olarak kullanilan bitkilerden elde edilen ekstraktlarin H. pylori tizerinde
etkinligini incelemislerdir. Bu amacla, Bixa orellana L., Chamomilla recutita L., llex
paraguariensis A. St.-Hil., Malva sylvestris L., Plantago major L. (Plantaginaceae) ve
Rheum rhaponticum L. standart (ATCC) ve klinik suslara kars: anti-Helicobacteriyal
etkisi acisindan degerlendirilmistir. Sonuclarda, B. orellana L., C. recutita L. I
paraguariensis A. St.-Hil ve M. sylvestris L."den elde edilen ekstraktlarin, H. pylori'nin
biiylimesini in vitro sartlarda engelledigini gosterilmistir [168]. Ohno ve ark.
tarafindan yapilan ¢alismada ise 13 ugucu yagin klinik ve standart orijinli (ATCC) H.
pylori suslarina karsi etkisi bildirilmistir. Calismada incelenen bitkilerden Cupressus
sempervirens, Juniperus communis Melaleuca alternifolia, Lippia citriodora, Ocimum
basilicum, Mentha piperita, Origanum majorana, Eucalyptus globulus'tan elde edilen
yaglarin test edilen tiim suslara kars1 antibakteriyel aktivitesi oldugu belirtilmistir

[169].

Fenolik bilesikler, bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir. Yapilan bir¢ok calismada
fenolikler, polifenoller, flavonoidler, kinonlar, kumarinler, terpenoidler, alkaloidler
gibi bitkisel bilesenlerin antibakteriyel etkinlige sahip oldugu gosterilmistir [22].
Polifenoller kimyasal yapilarina gore flavonoidler ve flavonoid olmayanlar olarak iki
sinifa ayrilir. Flavonoidlerin ortak yapisi, difenil propanlardan olusan bir karbon
iskeleti ve dogrusal li¢ karbonlu bir zincirle birlestirilen iki benzen halkasidir. Piran

halkasi (C halkasi), bir A benzen halkas1 ve merkezi bir ii¢ karbon zinciri tarafindan
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olusturulur. Flavonoidler, merkezi piran halkasinin oksidasyon derecesine bagh
olarak bir¢ok alt smifa ayrilir. Buglne kadar 8000'den fazla flavonoid
tanimlanmistir. Molekiiler yapis1 nedeniyle flavonoidler su gruplara ayrilabilir:
flavonoller, flavonlar, flavanoller, flavanonlar, antosiyanidinler ve izoflavonoidler.
Flavonoid olmayanlar gallik veya protokatekuik asit gibi benzoik asit tiirevlerine,
kafeik, ferullik veya kumarik asit gibi sinnamik asit tiirevlerine ve resveratrol gibi

stilbenler olarak ikiye ayrilir [170].

Fenolik bilesiklerdeki yiiksek protein baglanma afinitesine sahip fenolik hidroksil
gruplarinin varligi, mikrobiyal enzimleri inhibe edebilir ve ayn1 anda sitoplazmik
membranlara  afiniteyi  artirabilir, bdylece  antibakteriyel  aktiviteyi
arttirabilmektedir [171]. Ayrica flavanonlarin B-halkasinin 2’ ve 4’ veya 2’ ve 6’
pozisyonlarinda ve A halkasinin 5’ ve 7' pozisyonlarinda hidroksil varliginin
bilesenin antibakteriyel aktivitesini 6nemli o6l¢iide artirdigi metisilin direngli
Staphylococcus aureus susunda kanitlanmistir [172]. Flavonoidlerin ise C halkasinin
3" karbonunda hidroksil grubunun varhiginin antibakteriyel aktiviteyi arttirdig
bilinmektedir. Ek olarak, yukar1 pozisyondaki O-asil veya O-alkil zincirleri de
ozellikle flavonollerin ve flavanollerin antibakteriyel aktivitesini arttirmaktadir
[173]. Antibakteriyel aktivitenin artisi, flavonoidlerin uzun alifatik zincir ikamesi
artisi ile dogru orantilidir. Bu artis, bakteriyel sitoplazmik membran ile etkilesimleri
kolaylastirir ve bdylece bu bilesiklerin antibakteriyel aktivitesini arttirir. Dahas;,
proteinlere yiiksek afinitesi olan fenolik hidroksil gruplarinin varlig1 ve mikrobiyal
enzim inhibisyonu, flavonoidlerin antibakteriyel etkilerini baska bir mekanizma
yoluyla artirabilir [171]. Bircok fenolik bilesenin H. pylori i¢in antibakteriyel
etkinligi incelenmis ve oldukgca diisiik MIK ve MBK degerleri belirlenmistir. Rubus
ulmifolius yapraklarindan elde edilen bir flavonol olan kaempferolun etkinligi H.
pylori izerinde incelenmis ve MBK degeri 6 ug/mL olarak belirlenmistir [174]. Ek
olarak, Myroxylon peruiferum'dan bir izoflavon tiirevi olan cabreuvinin H. pylori i¢in

MIK degeri 7,8 pg/mL olarak bulunmustur [175].

Kinonlar, hayvanlarda, bitkilerde ve mikroorganizmalarda yaygin olarak bulunan
bilesiklerin 6énemli bir sinifin1 olusturmaktadir. Bu bilesikler, elektron tasima

inhibitorleri ve oksidatif fosforilasyonun ayiricilari olarak hareket ederler ve ¢ok
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cesitli sitostatik ve antiproliferatif aktivitelere neden olmaktadirlar [176]. Kinon alt
grubu olan 1,4-Naftokinonlar, hidrofobik ve sterik faktorleri sayesinde (juglon,
plumbagin ve lawone) hiicre hasarina yol agmaktadirlar. Yuan-Chuen Wang ve ark.
tarafindan Impatiens balsamina L. tohumunda % 4,39 oraninda bulunan ve bir
naftokinon tiirevi olan MeONQ’'nun oldukga giiclii antibakteriyel etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Bu ¢alismada, antibiyotige (klaritromisin, metronidazol ve
levofloksasin) karsi direngli H. pylori suslarinda, MeONQ i¢cin minimum inhibitér
konsantrasyonlar1 ve minimum bakterisidal konsantrasyonlar1 sirasiyla 0,156-

0,625 ve 0,313-0,625 pg/mL olarak belirlenmistir [177].

Terpenler, temel yapi taslari olarak 5 karbonlu izopren (CsHs) birimlerinden olusan
biiyiik hidrokarbon gruplaridir. Terpenoidler ise fonksiyonel gruplarin eklenmesi
veya cikarilmasi ile terpenlerin modifikasyonu sonucu meydana gelen terpen
tiirevleridir. Terpenoidlerin antimikrobiyal aktivitesini sahip oldugu fonksiyonel
gruplar belirler. Terpenlerin antibakteriyel etki mekanizmalar1 biyiik ol¢iide
bilinmemekle birlikte, Griffin ve ark. yaptig1 ¢calismada, ¢cogu terpenoidin mikrobiyal
hayatta kalma icin gerekli olan oksijen alimi ve oksidatif fosforilasyonu inhibe

edebildigini bildirmistir [178].

Alkaloidler, gi¢li farmakolojik aktivitelere sahip olduklar: bildirilen bitki ikincil
metabolitleridir. Alkaloidler, bir veya daha fazla nitrojen atomu ve fonksiyonel
gruplar iceren heterosiklik yapilardir. Alkaloidler, fonksiyonel gruplara ek olarak
bir proton kabul eden nitrojen atomuna ve bir veya daha fazla proton veren amin
hidrojen atomuna sahip olduklari i¢in enzimler, reseptorler ve proteinlerle hidrojen
baglar: olusturabilirler. Alkaloidlerin hem geleneksel hem de modern tipta cesitli
farmakolojik aktiviteleri oldugu bilinmektedir. Alkaloidler, merkezi sinir sistemi
uyaricilar1 (brusin), antikolinerjik ajanlar (atropin), oksitosik ve vazokonstriktor
aktivite (ergometrin) ve antimalaryal aktivite gibi bir¢ok farmakolojik 6zellige
sahiptir. Ayrica alkaloidler, hiicre béliinmesini etkileyerek, oksijen alisverisini
engelleyerek, enzim inhibisyonuyla, bakteriyel membran biitiinliigiinii bozarak ve

viriilans genleri etkileyerek antimikrobiyal aktivite gosterebilirler [179].
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2.12.2.1 Alpinia officinarum

Ulkemizde havlican olarak da bilinen Alpinia officinarum, zencefilgiller
familyasindandir. Kalin, kirmizimsi1 kahverengi rizomlari, ¢izgisel akiiminat stis
yapraklari ve salkimlarda gosterisli beyaz cicekleri olan ¢ok yillik bir bitkidir [180].
1000 y1li agkin siiredir Avrupa’da ve Cin'de baharat olarak yaygin kullanilmaktadir.
Ayrica, rizomlari, Cin'de mide agrisini iyilestirmek, soguk alginhig tedavisi, dolasim
sistemi rahatsizliklarinda kullanilmaktadir [23]. Yapilan bilimsel arastirmalarda da
Alpinia officinarumun anti-enflamatuar, antioksidan, anti-emetik, antibakteriyel ve

antikanserojen o6zelliklere sahip oldugu bildirilmistir [24].

Sekil 2.8 Alpinia officinarumun morfolojik 6ze1[li2121]eri (A: Siis yapraklari ve cicekleri, B: Rizomlari)
Geleneksel tedavide, havlican rizomlar1 kaynatilarak, Vietnam'da sindirimi tesvik
etmek, mide agrisi ve sitmay1 tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir [181]. Dogu'da
soguk alginligi enfeksiyonlar1 ve 6ksiiriiglin tedavisinde havlican ve limon suyu
karisimi kullanilmaktadir. Hindistan'da ise havlican, parfiim ve deodorantlarda
kullanimi nedeniyle degerlidir. Ayrica, Tayland'da, ezilmis taze rizomlar %25 alkol
ile, sackiranin ve deri enfeksiyonlarinin tedavisinde topikal olarak kullanilmaktadir
[182].

Alpinia  officinarum, ugucu  yaglar, flavonoidler, diarilheptanoidler,
fenilpropanoidler, glikozitler gibi bir¢cok biyoaktif bilesenlere sahiptir. Ugucu yaglar,
tim bitkinin %1,5'ini olusturan rizomlarin ana bilesenlerinden biridir [23]. A.
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officinarum rizomundaki ucucu yaglar, kan serumundaki nitrik oksit seviyesini ve
mide mukozasinin mikrosirkiilasyonunu iyilestirebilmektedir. 2016’da yapilan bir
calismada A. officinarum ugucu yaglarinin nitrik oksit aktivitesini indiikleyerek
oksijensiz radikalleri ortadan kaldirilmasina fayda sagladigi ve bu sayede mukoza
bariyerini giiclendirerek gastrik dokuda tilser olusumunu engelledigi gosterilmistir

[183].

Flavonoidler, flavonoid aglikonlar1 ve glikozitler dahil olmak iizere havlicanin ana
kimyasal bilesenlerindendir. Flavonoidlerden galangin ve 3-O-metil galanginin
biyoaktif bir bilesen oldugu yapilan bir¢ok c¢alismada kanitlanmistir. A
officinarum’da yliksek konsantrasyonlarda bulunan flavonoid sinifinin bir liyesi olan
galangin, anti-klastojenik, anti-mutajenik, anti-oksidatif ve metabolik enzim
diizenleyici biyolojik aktivitelere sahiptir. 3-O-metil galangin ise pankreas lipazi
inhibisyonu nedeniyle hipolipidemik bir ajan olarak etkili olabilmektedir [184].
Ayrica, A. officinarum’da bulunan flavanoidler niikleik asit sentezini, hiicre
membrani gecirgenligini, ATPaz ve fosfolipaz enzim baglarin1 inhibe ederek

antibakteriyel etki gostermektedir [185].

Diarilheptanoidler ise havlicanin ana karakteristik bilesenlerinden biridir. Simdiye
kadar, 43 dogrusal diarilheptanoid, t¢ siklik diarilheptanoid ve bir diarilheptanoid
tasiyan flavonol parcasi olmak tlizere 48 diarilheptanoid bilesigi havlican
rizomundan izole edilmistir [24]. Diarilheptanoidler, antiinflamatuar, antitiimor,
kanser onleyici, antiviral, antiemetik ve anti-H. pylori etkileri dahil olmak tizere
bir¢ok fizyolojik fonksiyona sahiptir. Haeng-Byung Lee ve ark. A. officinarumdan
diarilheptanoid 5-hidroksi-7-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1-fenil-3-heptanon
izolasyonunu gerceklestirerek anti H. pylori aktivitesini incelemistir.
Diarilheptanoidin H. pylori ATCC 43504, ATCC 700392 ve ATCC 700824'e karsi
minimum inhibisyon konsantrasyonu sirasiyla 48, 24 ve 24 pg/mL olarak

belirlenmistir [25].
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2.12.3 Nanopartikiiller

Nanoteknoloji, gecen yiizyilldan beri bilinen kismen yeni sayilabilecek bir arastirma
alanidir. "Nanoteknoloji”, Nobel 6dillii Richard P. Feynman tarafindan 1959'daki
tinlii "There’s Plenty of Room at the Bottom" dersinde sunuldugundan beri, bu
alanda c¢esitli devrim niteliginde gelismeler yasanmistir. Nanoteknoloji, nano
Olgekte cesitli tlirlerde malzemeleri icermektedir. Nanopartikiiller ise, bir boyutu en
az 100 nm'den kiiciik olan maddeleri iceren 0D, 1D, 2D veya 3D boyutlu genis bir

malzeme siifidir [186].

Nanopartiktller ¢ok cesitli uygulama alanlarina sahip olmakla birlikte en 6nemli
uygulama alanlarindan biri biyoteknolojik uygulamalardir. Islevsellestirilmis
nanopartikiiller, ikili ve hatta ti¢lii modal goriintiileme i¢in kontrast ajanlar1 olarak
hastaliklarin tanisinda ve hedeflendirilerek ila¢g tasiyict olarak tedavide
kullanilmaktadir. Teranostik nanopartikiiller ise hem hastaliklarin teshisi hem de
tedavileri i¢in gelistirilmektedir. Ayrica, tasarlanmis nanopartikiiller, kanser
immiinoterapisindeki uygulamalar1 dahil olmak tizere farkl as1 formiilasyonlarinin

dagitiminda ve verimliliginin arttirilmasi i¢in de kullanilmaktadir [187].

Nanopartikil tiirleri, organik ve inorganik olmak tizere iki ana gruba ayrilmaktadir.
Miseller, dendrimerler, lipozomlar, hibrit ve kompakt polimerikler organik;
fullerenler, kuantum noktalari, silika ve altin nanopartikiilleri ise inorganik
nanopartikiillerdir [188]. Miseller, amfifilik molekiillerden olusan tanisal
goriuntilleme, ilag ve gen dagitimi gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilan nano
yapilardir. Miseller, sulu ortamlarda hidrofobik gruplarini yap: icinde gizleyerek
hidrofilik gruplar1 agiga ¢ikarirlar. Suda c¢oziinirligi disik ilaglar misellerin
hidrofobik ¢ekirdegine yiiklenebilirken, amfifilik ilaglar misel hidrofilik gruplarinin
yakinindaki ila¢ polar gruplariyla misel amfifilik yapisiyla hizalanirlar. Ayrica
miseller, biyouyumlu, uzun 6miirlii, in vitro ve in vivo’'da yiiksek stabiliteye

sahiptirler [189].

Dendrimerler, tipik olarak simetrik bir ¢ekirdek, bir i¢ kabuk ve bir dis kabuktan
olusan homojen ve tek dagilimli yapiya sahip nano boyutlu, radyal olarak simetrik
molekillerdir. Cesitli dendrimerler mevcuttur ve her biri ¢ok degerlik, kendi

kendine birlesme, elektrostatik etkilesimler, kimyasal stabilite, diisiik sitotoksisite
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ve ¢Ozlinirlik gibi biyolojik 6zelliklere sahiptir. Dendrimerlerin sentezleri oldukca
zaman alic1 oldugundan, ila¢ ytiklenmesi ve salinmasi agisindan zorluklar ortaya

cikarmaktadir [190].

Lipozomlar, kolesterolden ve toksik olmayan dogal fosfolipidlerden olusturulabilen
kiiresel sekilli kiiciik yapay vezikillerdir. Biyouyumluluklari, biyolojik olarak
parcalanabilirlikleri, diistik toksisiteleri ve hem hidrofilik hem de lipofilik ilaglar
yakalama ve tiimor dokularina boélgeye 6zgt ilag verilmesini saglama gibi 6zellikleri
nedeniyle lipozomlar, arastirmacilarin ilgisini cekmektedir. Lipozomlarin toksik ve
immiinojenik olmamalar1 da biyolojik sistemlerde kullanimlar1 agisindan 6énemli

avantaj saglamaktadir [191].

Kompakt polimerik nanopartikiiller, tamamen dogal veya sentetik polimerlerden
tiretilmis nanopartikiillerdir. Genellikle lipozomlardan daha stabildirler ve daha az
ila¢ s1zintis1 ile haftalarca siirekli lokalize ila¢ dagitimina izin vermektedirler. Bu
polimerik  nano yapilarda, terapo6tik ajanlar yukarida  bahsedilen
nanopartikiillerden farkli olarak kovalent olarak baglanabilmektedir. Ayrica,
terapotik ajanlar nanopartikiillerin yiizeyinde adsorbe edilebilir veya icerisine

kapstillenebilir [188].

Altin, giimts, platin ve silika gibi inorganik malzemelerden iiretilen nanopartiktller
de bulunmaktadir. inorganik nanopartikiiller, metalik veya kovalent olarak
baglanmis atomlarla oldukc¢a diizenli, sert ve ili¢ boyutlu bir yapiya sahiptir.
inorganik nanopartikiillerin organik nanopartikiillerden farkl olarak boyut ve sekil
gibi 0Ozelliklerinin biyolojik kosullara goére degismemesi biyoteknolojik
uygulamalarda avantaj saglamaktadir. Buna ragmen, inorganik nanopartikiillerin
onemli dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bir¢ogunun biyouyumlulugu, organik
nanopartikiillere kiyasla zayiftir, toksisiteye neden olabilmektedirler. Ozellikle
metalik nanopartikiillere yapisi nedeniyle terapotik ajanlarin ytiklemesi

yapilamamaktadir [192, 193].
2.12.3.1 Nanopartikiiler Ila¢ Tasiyic1 Sistemler

Nanopartikiiller, viicudun gesitli bolgelerine ve ayni zamanda uzun siireli ilag sunma

kabiliyetine sahip olduklari i¢in ila¢ tasinimi i¢in 6nemli bir arastirma alani haline
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gelmistir [14]. Biyouyumlu, biyobozunur, non-toksik ve immiinojenik olmayan
nisasta, dekstran, pektin, aljinat, kitosan, hyaluronik asit, kolajen, jelatin, alblimin
gibi dogal ve polietilen glikol (PEG), polilaktik asit (PLA), polilaktik-ko-glikolik asit
(PLGA), polikaprolakton (PCL) gibi sentetik polimerler, modern farmasoétik ilag
nanoformiilasyonlari i¢in tasiyici olarak kullanilmaktadir [194]. Dogal polimerler
(proteinler veya polisakkaritler), saflik agisindan degisiklik gosterdiklerinden ve
genellikle  enkapsiile ilact  denatire edebilecek ¢apraz  baglanmay:
gerektirdiklerinden kullanimlar1 kisitlanmaktadir. Bu sebeple sentetik polimerler
kullanim kolaylig1 sebebiyle 6n plana c¢ikmaktadir. Gliniimiize kadar sentetik
nanopartikiillerden en yaygin olarak kullanilan polimerler, polilaktik asit,

poliglikolik asit ve bunlarin kopolimerleri; polilaktit-ko-glikolik asit olmustur [14].

Nanopartikiiler ilac¢ tasiyici sistemler ile, terap6tik ajanin spesifik olarak verilmesi,
istenilen bolgeye maksimum olarak ulasmasi ve boylece diger organlarda veya
hiicrelerde istenmeyen birikim sonucu ortaya ¢ikabilecek yan etkilerin azaltilmasi
amaclanmaktadir [195]. [la¢ tasiniminda kullanilan nanopartikiillerin boyutu, sekli,
ylizey yukii, dayanikligi ve bozunma siiresi olduk¢a 6énemlidir. Nanopartikiillerin
boyutu, canli ortamdaki partikiil dagilimini yonlendirmek i¢in uyarlanabilen 6nemli
bir tasarim parametresidir. Partikiil boyutu; dolasim yar1 6mriini, vaskiilariteye
sizmayl, makrofajlar tarafindan tutulmayir ve partikiliin ekstravazasyonunu
belirlemektedir [196]. Nanopartikiiller ile kan damarlar icerisinde kolayca etken
madde tasinimi yapilabilmektedir. Nanopartikiller, 5-6 pm capindaki en kii¢iik
kilcal olan kan damarlarinda bile kolayca hareket edebildikleri i¢in intravenéz iletim
icin oldukg¢a avantajhidirlar [194]. Ancak, kan damarlarinda partikiller ile ilag
tasinimi sirasinda emboli olusumunu engellemek icin dolasima dagilan partikiillerin
boyutu, 5 pm'den 6nemli Ol¢iide kiiciik olmalidir. Capt 5 nm’den biiyliik olan
nanopartikiiller ise intravendz uygulama sonrasinda hizla renal klirense
ugramaktadir [197]. 2-5 um boyut araliginda bulunan nanopartikiillerin
akcigerlerin kilcal damarlarinda birikmeye sebep oldugu da bilinmektedir. Ayrica
bu boyutlardaki nanopartikiiller Kkaraciger, dalak ve akcigerlerde bulunan
makrofajlar tarafindan tutulabilmektedir [198]. Genel olarak bakildiginda 100 nm

civarindaki nanopartikiiller dolasimda uzun siire varligini stirdiirebilmektedir.
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Nanopartikiillerin sekli, nanopartikiliin hedef bolgeye baglanmasini, makrofajlar
tarafindan tutulmasini, partikiiliin hiicre igerisine alimini ve dolasimda kalma
stiresini 6nemli 6l¢liide etkilemektedir [196]. Kiiresel bir nanopartikiiliin dalaktan
gecmesi icin, cap1 200 nm'den az olmalidir [188]. Diskoidal partikiller, kiiresel
partikiillerle kiyaslandiginda, kiiresel partikiillerden farkli olarak damar i¢inde bir
duvardan digerine dogru dénme ve sallanma hareketleri gosterdiklerinden hedef

dokuya tutunma agisindan avantajlidirlar [199].

Nanopartikiiliin yiizey yiiki, partikiiliin dolasim 6mriinii uzatmak ve hedef bolgede
birikimini arttirmak acisindan olduk¢a 6nemlidir. Notr ve negatif ylizey yikli
nanopartikiiller serum proteinlerinin adsorpsiyonunu azaltarak daha uzun stire kan

damarlari icerisinde sirkiilasyonunu devam ettirebilmektedir [200].

Nanoartikiiliin bozunma siiresi de 6zellikle hedef bolgede birikim saglayip uzun
stireli salim yapabilmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Sekil 2.9’da nanopartikiillerin
boyutuna(a), sekline(b) ve yiizey yiikiine(c) bagli olarak, akciger, karaciger, dalak ve

bobrekteki biyo-dagilimi gosterilmistir [196].
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Sekil 2.9 Nanopartikiil boyutu, sekli ve yiizey ytikiine bagl olarak akciger, karaciger, dalak ve
bobrekteki biyo-dagilimi [196]

Nanotasiyic1 sistemler, farmasotik ajanlarin stabilitesini arttirarak, biyolojik
ortamda ila¢ biyoaktivitesinin korunmasini saglamaktadir. Bu durum daha distik
miktarlarda ila¢ kullanimina ve doz sayisinin azalmasina neden olmaktadir. Sekil
2.10’da da goriildigi gibi standart terapilerde viicuttaki ila¢ miktarini istenen
diizeyde tutabilmek igin tekrarli uygulamalar gerekmektedir. Ancak
nanopartikiillerin kontrollii salim yapabilme yetenegi bu uygulamalara gereksinimi

ortadan kaldirmaktadir [188].
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Sekil 2.10 Standart tedavilerin konsantrasyon profili (kirmizi ¢izgi) ve zaman boyunca kontrollii
salim (yesil cizgi) [188]

Nanopartikiiller ile transdermal, inhalasyon, intraven6z ve oral yolla ila¢ tasinimi
yapilabilmektedir [15]. Oral yolla ila¢ uygulamasi kolay uygulanabilirligi ve ytiksek
diizeyde hasta uyumlulugu nedeniyle tercih edilmektedir. Bununla birlikte, oral
yolla uygulanan peptit ve proteinler midedeki asidik ortam ve gastrointestinal
sistemdeki enzimler nedeniyle degrade olmakta ve terapotik etkinlikleri
azalmaktadir [201]. Nanotasiyici sistemler ile terapotik ajanlar, gastrointestinal
sistemdeki  enzimlerden  korunarak  biyoaktivitesi  arttirilabilmektedir.
Nanopartikiller ila¢ 6zellikle oral ila¢ dagitiminda suda ¢oziintrligi disiik ilaglarin
verilmesi, ilaclarin gastrointestinal sistemin belirli bir kismina hedeflenmesi ve
ilaclarin siki bagirsak bariyeri boyunca transitozunun saglanmasi agisindan énemli

avantajlara sahiptir [15].

Gastrointestinal sistemde ve 6zellikle midede kolonize olan H. pylori’'nin tedavisinde
kullanilan ilaglar da oral yolla uygulanmaktadir. Ancak 6zellikle mukus katmani
icerisinde kolonize olan H. pylori'ye antimikrobiyal ilaglarin erisimi
kisitlanmaktadir. Ayrica, H. pylori yaygin olarak kullanilan antimikrobiyal ajanlara
karsi da diren¢ kazanmistir. Geleneksel ilag uygulama sistemleri midede uzun stireli
birikme gosteremediginden antibiyotiklerin etkili konsantrasyonlarda ve tamamen
aktif formlarda enfeksiyon bolgesine ulasmasini saglayamamaktadir. Ayrica,
penisilin ve eritromisin gibi bircok antimikrobiyal ajan da asidik ortamda
bozunmaktadir. Bu nedenle, nanopartikiillerin H. pylori'nin tedavisinde ilag tasiyici
olarak kullanilmasina yo6nelik calismalar yapilmaktadir. Min Luo ve ark. H. pylori
tizerinde ifade edilen Urel kanal proteinine spesifik olarak hedeflendirilmis pH’a

duyarl ve amoksisilin antibiyotigini tasiyan AMX-PLGA/UCCs-2 nanopartikiillerini
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sentezlemislerdir. Sentezlenen nanopartikiillerin in vitro ve in vivo’da H. pylori'nin

eradikasyonunda etkili oldugu belirtilmistir [202].
2.12.3.2 Polimerik Nanopartikiiller

Polimerik nanopartiktller, boyutlar1 10 nm - 1 pm arasinda degisen ve dogasi geregi
kat1 olan koloidal partikiillerdir [17]. Polimerik nanopartikiiller, kapsiilleme veya
kovalent baglanma yoluyla yiiklenen ve yiikli terapotik iceriklerin kontrolli
salilmmi icin uyaranlara yamit verecek sekilde ayarlanmis miikemmel
nanotasiyicilaridir [16]. Polimerik nanopartikiillerin, yiiksek endositoz yetenegi,
aktif veya pasif hedeflendirilebilmesi, ilaglarin ve diger terapoétik ajanlarin ytliksek
kapsillenme kapasitesi ila¢ hedefleyici sistemlerde kullanimlar1 agisindan avantaj
saglamaktadir [9]. Ayrica, polimerik nanopartiktiller, biyolojik olarak uyumlu ve
toksik olmayan, biyobozunur ve immiinojenik degildir [203]. Giinimiizde H.
pylori'nin tedavisinde kitosan, gliadin ve PLGA gibi polimerik nanopartikiillerin

kullanimina yonelik ¢alismalar stirdiiriilmektedir.

Kitosan, pozitif yiiklii bir polimer oldugundan negatif ytikli hiicre yilizeyleri ve
mukus tabakasi ile arasinda elektrostatik etkilesim bulunmakatadir. Bu durum
kitosana mukoadeziv 06zellik saglayarak midede kalma siiresini uzatmaktadir.
Ayrica kitosanin katyonik bir polimer olmasi ve nétr pH'de ¢6zlinmeyip midenin
asiditesi altinda ¢6ziinmesi oral yolla ila¢ tasinimi a¢isindan avantaj saglamaktadir
[204]. Lin YH ve ark. amoksisilin ile ylklenmis fukoz ile genipin ¢apraz bagh
kitosan/heparin nanopartikiillerini sentezlemislerdir. Sentezlenen nanopartikiiller
direkt H. pylori'yi hedefleyerek amoksisilinin mikroorganizmanin kolonize oldugu
mukuzal bolgede salimini  saglamistir.  Amoksisilin @ yukli  kompleks
nanopartikiillerin bakterinin eradikasyonunda tek basina amoksisilin uygulamasina
kiyasla yaklasik 4 kat daha fazla etkili oldugu deneysel sonuglarda gosterilmistir
[18].

Gliadin, bugday gliiteninin bir fraksiyonu olarak tiiretilen bitkisel bir proteindir.
Kitosan gibi mukozadeziv 6zellige sahip olmasi nedeniyle H. pylori'nin tedavisinde
ila¢ tasiyicisi olarak kullanilabilir. R.B. Umamaheshwari ve ark. lektin konjuge
gliadin nanopartikillerinin H. pylori tedavisinde etkinligini incelemislerdir. In situ

yapilan deneylerde lektin konjuge gliadin nanopartikiillerinin H. pylori'nin

57



yapismasini inhibe ettigi gosterilerek H. pylori'nin tedavisinde ila¢ tasinimi igin

potansiyel bir nanopartikiil oldugunu belirtmislerdir [19].

PLGA, ila¢ endiistrisinde insan uygulamalari icin FDA onay1 almis sentetik, biyolojik
olarak parcalanabilir ve biyouyumlu bir polimerdir. Rifampisin, azitromisin,
klindamisin, siprofloksasin ve Klaritromisin yiikli PLGA nanopartikiilleri test
edildikleri mikroorganizmalara karsi tek basina ila¢ uygulamalarindan daha etkili
oldugu yapilan ¢alismalarda bildirilmistir [205]. F Lotfipour ve ark. klaritromisin
yukli PLGA nanopartikiillerinin etkinligini hasta biyopsi érneklerinden izole edilen
H. pylori suslarn lizerinde incelemislerdir. Klaritromisin yiikli PLGA
nanopartikiillerinin kapsiile edilmemis klaritromisine kiyasla azalmis MIK degerleri

gosterdigi bildirilmistir [20].
2.12.3.3 Polikaprolakton Nanopartikiilleri

Polikaprolakton (PCL), diistik bir erime noktasina (60°C) ve —60°C'lik bir camsi gecis
sicakligina sahip, kismen kristal yapida olan sentetik bir polyesterdir. PCL’'nin
polimerizasyonu e-kaprolaktonun halka agilmasi ile gerceklesmektedir [206]. Sekil
2.11 ‘de polikaprolaktonun kimyasal yapisi goriilmektedir. PCL, insan viicudu gibi
fizyolojik kosullarda ester baglarinin hidrolizi ile bozulmaktadir. Bu sayede,
polikaprolakton implante edilebilebilir biyomalzemelerin ve ila¢ tasiyici
nanopartikiillerin gelistirilmesinde kullanilmaktadir [207]. PCL nanopartikiilleri,
mikroorganizmalarin lipazlar ve esterazlari tarafindan kolaylikla pargalanabilmesi
sebebiyle mikroorganizmalarin neden oldugu hastaliklarin tedavisinde ila¢ tasinimi

acisindan da avantaj saglamaktadir [208].
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Sekil 2.11 Polikaprolaktonun yapisi [208]

Polikaprolakton, cesitli ilaglara kars1 yiiksek gecirgenligi, miikemmel

biyouyumlulugu sayesinde ilaglarin tasiniminda yaygin olarak kullanilmaktadir.
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Ayrica, biyolojik olarak absorbe edildikten sonra viicuttan tamamen atilabilme
ozelligine sahiptir. Polikaprolakton kullanilarak sentezlenen nanopartikiiler ilag
tasiyici sistemler, kontrolli ve hedeflenmis ila¢ dagitimy, ¢esitli fizyolojik engelleri
asma kapasitesi ve azaltilmis sistemik yan etkiler gostermistir [209]. Alex ve
arkadaslari, karboplatin yuklii polikaprolakton nanopartikiilleri sentezleyerek
nazal yoldan uygulama ile gliomun tedavisindeki etkinligini incelemislerdir.
Karboplatin yiikli polikaprolakton nanopartikiillerinin karboplatinin nazal
absorpsiyonunu etkili bir sekilde gelistirdigi ve gelismis beyin iletimi icin

karboplatinin intranazal uygulamasi i¢in kullanilabilecegini bildirmislerdir [210].
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3

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Gereg
3.1.1 EKipman ve Sarf Malzemeler

e Hava akimli kabinler (Faster BH-EN 2000 S/D, Thermo Scientific Hera safe)
e Karbondioksitli inkiibatér (New Brunswick scientific CO-150)
e Inkiibatér (Innova/C0-170)

e Ters mikroskop (Olympus CKX41)

e I[sik mikroskobu (Olympus)

e Hassas terazi (Precisa Gravimetrics AG)

e Santrifiij (Eppendorf, Thermo Micromax RF)

e pH metre (HANNA instruments)

e Otoklav (Kerman, HIRAYAMA)

e Pastor firim1 (Memmert)

e UV-spektrofotometre (Jasco V-530)

e ELISA ¢oklu plak okuyucusu (Thermo)

e Buz Uretim Cihaz1 (Scotsman AF100)

e (Calkalamali su banyosu (GFL 1086)

e Vortex (Laboratuvary Medical Supplies VTX-3000L)

e Manyetik karistiric1 (Heidolph instruments)

e Dondurucular (Beko(+4,-20°C), Argelik(+4,-20°C), GFL(-40°C))
e Azot tanki ve azot tasima tanklar1 (DMC air liquid systems)

e Ultra saf su sistemleri (GFL2104)

e Mikropipetler (10, 100 ve 1000 pl'lik, Thermo, Pippetman)

e Pipetuglarn (1-10, 20-200, 100-1000 pl'lik tek kullanimlik, Isolab)
e Santrifiij tlipleri 15 ve 50 ml (Nest)

e ELISA 96 kuyulu plaklar (TPP)

e Hiicre kiiltiir flasklar1 25 ve 75 cm? (TPP, Corning)

e Serolojik pipet tabancasi (Thermo)

e Serolojik pipetler 5, 10, 25 ml (Blau Brand Germany)

e Kriyotiipler (TPP)

e Otoklavlanabilir cam tiipler 50 mI'lik (ISOLAB)

e Thoma lami (Menzel superior)

e Enjektorlar 1, 5, 10 ve 50 cc’lik (Ayset)

e Siringa filtreleri 0,22 pm ve 0,45 pm’lik (MILLIPORE, TPP)

e Mikroaerofilik Gas pack (Oxoid)
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e Pastor pipeti (LP)

e Lam (Isolab)

e Lamel (Isolab)

e Petri kutular (Isolab)

e Taramal elektron mikroskobu (ArelPOTKAM FEI QUANTA 450 FEG)
e Fouirer Transform Infrared Spektrofotometresi (SHIMADZU)

e Sonikator (Bandelin)

e Liyofilizator (Telstar Croyodos)

3.1.2 Kimyasal Maddeler

e Etil alkol (%96) (Labkim)

e Metanol (Merck)

e immersiyon yag1 (Merck)

e Kristal viyolet (Merck)

e Asit-fenik kristali (fenol kristali) (Merck)
e Bazik fuksin (Sigma Aldrich)

e [ (Sigma Aldrich)

e KI (Sigma Aldrich)

e Tripan mavisi (Biologycal Industry)

e EDTA (AppliChem)

e L-Glutamin (PAN Biotech)

e RPMI-1640 (GIBCO Invitrogen)

e DMEM-F12 (Sigma Aldrich)

e FBS-fetal bovine serum (GIBCO Invitrogen)
e (Gentamisin (GIBCO)

e Penisillin-streptomisin (PAN Biotech)
e Polivinilalkol (Sigma Aldrich)

e Polikaprolakton (Sigma Aldrich)

e Diklorometan (Sigma Aldrich)

e Brucella Broth (Sigma Aldrich)

e Bakteriyolojik agar (Merck)

e Ure agar (Merck)

e (Gliserol (Merck)

e Dimetil Stulfoksit (SIGMA)

e Giemsa Boya (Merck)

3.1.3 Deneylerde Kullanilan Cézeltilerin Hazirlanisi
3.1.3.1 Tamponlar
PBS Tamponu (pH: 7,4)

NaCl (Ma: 58.4 g/mol) 8¢g
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KCl (Ma: 58.4 g/mol) 02g

NazHPO4 (Ma: 141.96 g/mol) 1.44 mL
KH2PO4 (Ma: 136.086 g/mol) 0,24g
Distile su 1L

Kimyasallar hassas terazide tartildi. Uzerine 900 mL distile su ilave edilerek
manyetik karistiricida karistirildi. pH’1 7,4’e ayarlandi ve distile su ile hacmi 1 litreye
tamamlandi. Ardindan 121°C sicaklikta 20 dakika otoklavlanarak steril hale
getirildi.

3.1.3.2 Besiyerleri

RPMI 1640 Medyumun Hazirlanmasi

Stok besiyeri, 500 ml RPMI 1640 igerisine 5 mL penisilin streptomisin ve 5 mL L-
glutamin eklenerek hazirlandi ve +4°C’de kullanima hazir olarak muhafaza edildi.

Kullanilacagi zaman %10 FBS eklenerek hazirlandi.
DMEM/F12 Medyumun Hazirlanmasi

Stok besiyeri, 500 ml DMEM/F12 icerisine 5 mL penisilin streptomisin ve 5 mL L-
glutamin eklenerek hazirlandi ve +4°C’de kullanima hazir olarak muhafaza edildi.

Kullanilacagi zaman %10 FBS eklenerek hazirlandi.
Hiicre Dondurma Soliisyonunun Hazirlanmasi

Hiicre hatlarinin kriyoprezervasyonunda kullanilan dondurma soliisyonlar1 %80
FBS ve %20 DMSO olacak sekilde hazirlandi. 15 ml’lik falkonlarda -20°C’de

mubhafaza edildi.

Helicobacter pylori Besiyerinin Hazirlanmasi
Kazein pepton 10g

Dekstroz 1lg

Et peptonu 10g

Maya ekstresi 2g

Sodyum kloriir 5g
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Sodyum bisulfit 0,1g (Final pH; 7,0 0,2)

Yukaridaki maddeleri igeren, ticari olarak satin alinmis Brucella Broth besiyeri
tozundan 28,1 g tartilarak lizerine 1 L distile su ilave edildi. Manyetik karistiricida
karistirlldi ve 121°C’de 20 dakika boyunca otoklavlanarak streril sivi besiyeri
hazirlandi. Otoklavlanmis sivi besiyeri soguduktan sonra 5 mg/L sefsulodin, 5 mg/L
trimetroprim, 10 mg/L vankomisin, 10 mg/L amfoterisin B antibiyotikleri eklenerek

kullanima kadar +4 °C'de buzdolabinda muhafaza edildi.

Brucella Broth kati besiyeri hazirlarken ise 28,1 g besiyeri tozuna ek olarak 15 g
bakteriyolojik agar tartild;, 1 L distile su ilave edildi ve manyetik karistiricida
karistirildi. Ardindan otoklavlanarak steril hale getirildi. 45-50 °C’ye soguyana
kadar bekletildi. Filtreden gecirilmis antibiyotik soliisyonlar1 ve %5-7 FBS eklendi.
Steril petri kaplarina dokiilerek katilasmasi beklendi. Hazirlanan petriler

calismalarda kullanilmak iizere +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edildi.
Helicobacter pylori Dondurma Soliisyonunun Hazirlanmasi

%10 FBS ve %10 gliserol iceren Sivi Brucella Broth besiyeri ile dondurma soliisyonu

hazirlandi. Kullanilacagi zamana kadar -20 °C’de muhafaza edildi.
Ure Besiyerinin Hazirlanmasi

Ticari olarak temin edilen Urea Agar Base’den 21 gram tartild1 ve lizerine 950 mL
distile su ilave edildi. Manyetik karistiricida karistirildi ve otoklav ile steril hale
getirildi. Soguduktan sonra filtreden gecirilerek steril hale getirilmis %40’lik iireden
50 mL tre agarin iizerine eklendi. 1’er mL alinarak eppendorf tiiplere egik olacak
sekilde koyuldu ve katilasmasi beklendi. Hazirlanan eppendorflar, calismalarda

kullanilmak tizere +4 °C’de buzdolabinda muhafaza edildi.
3.1.3.3 Kimyasallar
Tripsin Soliisyonu

%0,25 tripsin soliisyonu hazirlamak i¢in 2,5 g tripsin ve 0,2 g EDTA hassas terazide
tartildi, tizerine 1 ml distile su eklenerek manyetik karistiricida ¢ozdiirtildii ve steril

hale getirildi.
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MTT Soliisyonu

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide tuzu 10 mg/ml olacak sekilde PBS ile
hazirlandi. Aliiminyum folyo ile sarilarak karanhkta vortekslendi. Once 0,45 pm’lik
filtreden daha sonra 0,22 pm’lik filtreden gegirilerek steril hale getirildi. -20°C’de

muhafaza edildi.
PCL Cozeltisinin Hazirlanmasi

% 3 PCL ¢ozeltisi hazirlanirken 3 mg PCL (Ma:14000) tartildi. 100 mL diklorometan

icerisinde ¢ozdiiruldii.
PVA Cozeltisinin Hazirlanmasi

1 mg PVA tartilarak 100 mL distile su icerisinde 50 °C’de manyetik karistiricida

karistirilarak ¢ozdirildi.
3.1.3.4 Boyalar
Kristal viyole
Kristal viyole lg

Asit-fenik kristali (fenol kristali) 2g

Etil alkol (%96) 10 mL

Distile su 100 mL
Fuksin

Bazik fuksin (stok) 10 mL

Distile su 100 mL

3.1.3.5 Antibiyotikler

Klaritromisin (KLACID)
3.1.4 Deneylerde Kullanilan Hiicre Hatlar1
J774 Makrofaj hiicre hatti

AGS ATCC CRL-1739 hiicre hatti
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3.1.5 Mikroorganizmalar

Helicobacter pylori ATCC 700824 standart susu

3.2 Metod

3.2.1 Helicobacter pylori Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

Deneylerde Yildiz Teknik Universitesi Kimya Metalurji Fakiiltesi Biyomiihendislik
Boliimi “Hiicre Kiiltliri ve Doku Miithendisligi” laboratuvarindaki sivi azot tankinda

bulunan ATCC 700824 Helicobacter pylori standart susu kullanildi.
3.2.1.1 Helicobacter pylori Susunun Kriyobanktan Cikarilmasi ve Kiiltiirii

Kriyobanktan ¢ikarilan, Helicobacter pylori bulunan Kriyotiiplerin ekimi, daha énce
hazirladigimiz %5 FBS iceren Brucella Broth kati1 besiyerlerine gerceklestirildi ve
mikroaerofilik kosullarda 37°C’de 72 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun

ardindan tireme gorilen petrilerden alinan 6rnekler 151k mikrokobunda incelendi.

Sivi makrodillisyon deneyleri i¢in H. pylori'nin sivi ortamda kiiltiirii gerceklestirildi.
Bu amagla petriden alinan seffaf bir kolonilerin %5 FBS iceren sivi besiyerine ekimi
gerceklestirildi ve 48 saat boyunca 120 rpm hizinda c¢alkalanarak 37°C’de

mikroaerofilik kosullarda inkiibe edildi.

Bakteriler, daha sonraki calismalarda kullanilmak lizere muhafaza edilmek icin
donduruldu. Sivi besiyerinde ¢ogaltilan bakteriler 15000 rpm’de 10 dakika santrifiij
edildi. Ardindan siipernatant uzaklastirildi. Pelletin iizerine dondurma soltisyonu
eklenerek kriyotiiplere aktarildi. 1 saat -40 °C’de dondurucuda muhafaza edildikten

sonra -196 °C olan azot tankina yerlestirildi.
3.2.1.2 Gram Boyama

Gram boyama i¢in lam alevden 3 kere gecirildikten sonra tlzerine 10 pl PBS
damlatildi. Daha sonra kati kiiltiirden metal 6ze ile koloni alind1 ve lama yayildi.
Ardindan kuruyana kadar bekletildi ve fiksasyon i¢in 3 kere daha atesten gegirildi.
Boyama islemi icin oncelikle lama kristal viyole damlatildi, 2 dakika bekletildi ve
distile su ile yikandi. Daha sonra liigol damlatildi, 2 dakika beklenerek dnce distile

su ile ardindan %95'lik etil alkol ile yikandi. Uzerine sulu fuksin damlatildi, 3 dakika
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bekletildi, distile su ile yikandi ve kurumaya birakildi. Lama immersiyon yagi

damlatilarak 100 X biiytitmede 151k mikroskobunda incelendi.
3.2.1.3 Katalaz Deneyi

Kiiltiirde tireyen kolonilerden 6ze ile alinarak lam iizerine transfer edildi ve lizerine
%3’lik H202 damlatildi. Hidrojen peroksit damlatildiktan 10-20 saniye ic¢inde

baloncuk olusumu varsa katalaz pozitif olarak degerlendirildi.
3.2.1.4 Ureaz Deneyi

Ureaz aktivitesinin incelenmesi icin kultirden alinan tek koloni, daha oOnce
eppendorflara hazirlanmis lireaz besiyerlerine ekildi. Ardindan, mikroaerofilik
kosullarda 37°C’'de, 24 saat inkiibe edildi. Besiyerinde renk degisimi gézlemlendi ve

saridan pembeye renk degisimi varsa iireaz pozitif olarak degerlendirildi.
3.2.1.5 Bakteri Sayimi

Bakteri sayimi spektrofotometre kullanilarak yapildi. Olgiim alinirken sivi
besiyerinden 20 pL 6rnek alindi ve lizerine 980 mL siv1 besiyeri eklendi. UV-Vis
Spektrofotometre kullanilarak 600 nm dalga boyunda 6lgtim yapildi. 1 OD degeri
1x10° bakteriye karsilik gelmektedir. Absorbans degerine bagh olarak asagidaki

denklem kullanilarak bakteri sayimi gerceklestirildi.

1x10%9 X Absorbans Degeri

Bakteri Sayisi (kob/mL) = 0.02

3.2.2 Bitki Ekstraktlarinin Elde Edilmesi

Klaritromisin  antibiyotigiyle birlikte ve tek basina polikaprolakton
nanopartikiillerine enkapsiile edilecek ekstraktin belirlenmesi amaciyla daha 6nce
gastrointestinal hastaliklarin tedavisinde etkinligi incelenen Rosmarinus Officinalis,

Alpinia officinarum, Artemisia absinthium L. bitkileri methanol ile ekstrakte edildi.
¢ Rosmarinus Officinalis Ekstraktinin Eldesi

Rosmarinus Officinalis (Biberiye) kuru yapraklari blenderdan gegirildi. 20 gram bitki
ornegi %95'lik (95 ml methanol + 5 ml distile su) 100 mL metanol igerisinde 3 giin

oda sicakliginda ekstrakte edildi. Ekstraksiyon isleminin ardindan ekstrakt filtre

66



kagidindan stziildii. Coziict ise indirgenmis basing altinda evaporator kullanilarak

buharlastirildi ve +4°C'de stoklandi.
e Alpinia officinarum Ekstraktinin Eldesi

Alpinia officinarum (Havlican) kuru koklerinden 20 gram tartild1 ve 70 mL %95’lik
(66.5 ml metanol + 3.5 ml distile su) metanol icerisinde 3 giin 37°C'de ekstraksiyonu
gerceklestirildi. Filtre kagidindan ekstrakt stzildii ve evaporator ile ¢oziicu

buharlastirildi. +4°C'de muhafaza edildi.
e Artemisia absinthium L. Ekstraktinin Eldesi

Artemisia absinthium L. (Pelin otu) kuru dal yaprak ve ¢icekleriyle beraber kiigiik
parcalara ayrildi. 60 gram bitki 6rnegi tartildi ve %70°lik (142.5 ml metanol+7.5 ml
distile su) 150 ml metanol icerisinde 72 saat 37°C’'de ekstrakte edildi. Ekstraksiyon
isleminin ardindan ekstrakt filtre kagidindan siiziildi. Céziici ise indirgenmis

basing altinda evaporator kullanilarak buharlastirildi ve +4°C'de muhafaza edildi.

3.2.3 Bitki Ekstraktlarinin Antibakteriyel Etkisinin Helicobacter pylori

Kiiltiiriinde incelenmesi

Ekstrakte edilen bitki ekstraktlarinin disk difiizyon yéntemi ile H. pylori Uzerinde
antibakteriyel etkinligi incelenerek daha sonraki ¢alismalarda kullanilacak olan
bitki ekstrakti belirlendi. Bu yontem icin 6ncelikle H. pylori ATCC 700824 susu %5
FBS igeren sivi Brucella Broth besiyerinde pasajlanarak mikroaerofilik kosullarda
37°C'de 48 saat inkiibe edildi. Daha 6nce hazirlanan kati besiyerlerine 1x107
kob/mL sayida hazirlanan bakteri siispansiyonundan 10 pL ekim yapildi
Rosmarinus oficinalis, Alpinia officinarum ve Artemisia absinthium L. Ekstraktlar1 5;
2,5, 1,25 ve 0,625 mg/mL konsantrasyonlar1 hazirlandi. Diskler hazirlanan
konsantrasyonlara batirilip bakteri ekimi yapilan petrilere araliklarla yerlestirildi.
Petriler mikroaerofilik kosullarda 37°C’de 48 saat inkiibe edildi ve olusan
inhibisyon zonlarinin c¢aplar1 6lciildi. Zon caplar karsilastirilarak ilerleyen

calismalarda kullanilacak bitki ekstrakti belirlendi.
3.2.4 Alpinia officinarumun Ekstraktinin Karakterizasyonu

Alpinia officinarum ekstraktinin karakterizasyonu icin toplam fenolik madde tayini

yapildi, UV-Vis spektrofotometre ile 200-800 nm dalga boyu arasinda spektrumu
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cikarildi ve FT-IR spektrumu alinarak ekstrakta spesifik titresimlerin olusturdugu

bantlar belirlendi.
3.2.4.1 Alpinia officinarum Ekstraktinin Toplam Fenolik Madde Tayini

Fenoller esas olarak strese karsi koruma icin bitkiler tarafindan tretilen bir veya
daha fazla hidroksil grubu iceren aromatik benzen halka bilesikleridir. Fenolik
bilesikler, bitki gelisiminde, 6zellikle lignin ve pigment biyosentezinde 6énemli rol
oynamakla birlikte bitkilere yapisal butiinliik ve iskele destegi saglarlar. Ayrica
bitkiler tarafindan salgilanan fitoaleksinler, fenolik asitler, flavonoidler, stilbenler
ve tanenler gibi bitki fenolikler bakteriler, mantarlar ve protozoa dahil olmak iizere

bir¢ok mikroorganizmanin biiylimesini ve aktivitesini engelledigi bilinmektedir.

Alpinia officinarum ekstraktinin toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi i¢in
distile su ile %10’luk Na2COs3 ¢ozeltisi ve 10 kat seyreltilmis fenol reaktifi hazirlandi.
Kalibrasyon egrisi olusturmak icin gallik asit kullanildi. Gallik asidin farkl
konsantrasyonlar1  (1-0,5-0,25-0,125-0,0625-0,03125 mg/mL) metanol ile
hazirlandi. Her konsantrasyondan 50 pL alindi tizerine 680 pL distile, 400 pL Na2COs3
cozeltisi ve 400 mL fenol reaktifi ilave edilerek 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan 750 nm’de UV-Vis spektrofotometre ile absorbans dl¢iimii yapildi. Elde
edilen veriler kullanilarak gallik asit kalibrasyon grafigi olusturuldu ve kalibrasyon

egri denklemi olusturuldu.

Alpinia officinarum ekstraktinin metanol ile 5 mg/mL, 2 mg/mL ve 1 mg/mL olmak
tizere farkli konsantrasyonlar1 hazirlandi. Gallik asitte oldugu gibi her
konsantrasyondan 50 pL alindi tizerine 680 pL distile, 400 pL Na2COs3 ¢ozeltisi ve
400 mL fenol reaktifi ilave edilerek 2 saat inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan 750
nm’de UV-Vis spektrofotometre ile absorbans 6l¢iimii yapildi. Olgiilen absorbans
degerleri gallik asit kalibrasyon denkleminde yerine koyularak ekstraktin gallik asit

karsilig1 toplam fenolik madde miktarlar1 hesaplandi.

3.2.5 Farkli Formiilasyonlar1 iceren Polikaprolakton Nanopartikiillerinin

Sentezlenmesi

H. pylori iizerinde antibakteriyel etkinlikleri, j774 makrofaj ve ATCC CRL-1739 AGS

hiicre hatlarinda sitotoksisiteleri incelenecek olan klaritromisin ve/veya Alpinia
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officinarum ekstrakti yiikli ve bos polikaprolakton nanopartikiilleri emiilsiyon

¢oziici buharlastirma yontemi ile sentezlendi.

3.2.5.1 Coziicii Buharlastirma Yontemi ile Polikaprolakton

Nanopartikiillerinin Hazirlanmasi

Bos PCL nanopartikilleri tekli emiilsiyon ¢6ziici buharlastirma yontemi ile
hazirlandi. Daha 6nce hazirlanan %1 PVA ¢ozeltisinden 15 mL behere alindi ve
manyetik karistirici ile 1000 rpm hizinda karistirilirken tizerine siringa ile 5 mL %3
PCL c¢ozeltisi damlatildi. Damlatma isleminin ardindan karisim 5 dakika sonike
edildi. Diklorometan1 uzaklastirmak icin ¢ceker ocagin altinda 4 saat karistirildi.
Diklorometan ugurulduktan sonra 14000 rpm’de 45 dakika +4°C’de santrifiijlendi.
Yikama islemi 3 kez tekrar edildi. Siipernatantlar enkapsiilasyon etkinliginin
belirlenmesinde kullanilmak iizere bir falkona toplandi. Son yikama isleminin
ardindan zeta-sizer ile boyut ve zeta potansiyel analizi yapildi. Elde edilen
nanopartikiiller liyofilizator ile 48 saat kurutuldu ve deneylerde kullanilmak tlizere

buzdolabinda muhafaza edildi.

3.2.5.2 Coziicii Buharlastirma Yontemi ile Klaritromisin Yiikli

Polikaprolakton Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Klaritromisin yiiklii PCL nanopartikiilleri tekli emiilsiyon ¢6ziicii buharlastirma
yontemi ile hazirlandi. 10 mg klaritromisin hassas terazi ile tartildi, daha énceden
hazirlanmis %3’lik 5 mL PCL ¢ozeltisinin icerisine eklendi ve manyetik karistiricida
karistirilarak ¢6ziinmesi saglandi. Ardindan 3 dakika sonikasyon islemi
gerceklestirildi. Daha 6nce hazirlanan %1 PVA ¢ozeltisinden 15 mL behere alindi ve
manyetik karistirici ile 1000 rpm hizinda karistirilirken tlzerine siringa ile sonike
edilen 5 mL %3 PCL ¢ozeltisi damlatildi. Damlatma isleminin ardindan karisim 5
dakika daha sonike edildi. Diklorometani uzaklastirmak i¢in ¢eker ocagin altinda 4
saat karistirildi. Diklorometan ugurulduktan sonra 14000 rpm’de 45 dakika +4°C’de
santrifiijlendi. Yikama islemi 3 kez tekrar edildi. Stipernatantlar enkapsiilasyon
etkinliginin belirlenmesinde kullanilmak tizere bir falkona toplandi. Son yikama
isleminin ardindan zeta-sizer ile boyut ve zeta potansiyel analizi yapildi. Elde edilen
nanopartikiiller liyofilizator ile 48 saat kurutuldu ve deneylerde kullanilmak {izere

buzdolabinda muhafaza edildi.
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3.2.5.3 Cozicii Buharlastirma Yontemi ile Alpinia officinarum Ekstrakt Yiiklii

Polikaprolakton Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Alpinia officinarum ekstrakti yuklii PCL nanopartikiilleri tekli emiilsiyon ¢6ziici
buharlastirma yontemi ile hazirlandi. 10 mg ekstrakt hassas terazi ile tartildi, daha
onceden hazirlanmis %3’liik 5 mL PCL ¢6zeltisinin icerisine eklendi ve manyetik
karistiricida karistirilarak ¢éziinmesi saglandi. Ardindan 3 dakika sonikasyon islemi
gerceklestirildi. Daha 6nce hazirlanan %1 PVA ¢ozeltisinden 15 mL behere alindi ve
manyetik karistirici ile 1000 rpm hizinda karistirilirken tizerine siringa ile sonike
edilen 5 mL %3 PCL ¢ozeltisi damlatildi. Damlatma isleminin ardindan karisim 5
dakika daha sonike edildi. Diklorometani uzaklastirmak icin ¢eker ocagin altinda 4
saat karistirildi. Diklorometan ugurulduktan sonra 14000 rpm’de 45 dakika +4°C’de
santrifiijlendi. Yikama islemi 3 kez tekrar edildi. Stipernatantlar enkapsiilasyon
etkinliginin belirlenmesinde kullanilmak iizere bir falkona toplandi. Son yikama
isleminin ardindan zeta-sizer ile boyut ve zeta potansiyel analizi yapildi. Elde edilen
nanopartikiiller liyofilizator ile 48 saat kurutuldu ve deneylerde kullanilmak {izere

buzdolabinda muhafaza edildi.

3.2.5.4 Coziicii Buharlastirma Yontemi ile Klaritromisin ve Alpinia officinarum

Ekstrakt: Yiiklii Polikaprolakton Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

Klaritromisin ve Alpinia officinarum ekstrakti yikli PCL nanopartikiilleri tekli
emiilsiyon ¢oziicii buharlastirma yontemi ile hazirlandi. 5 mg kuru ekstrakt ve 5 mg
antibiyotik hassas terazi ile tartildi, daha 6nceden hazirlanmis %3’lik 5 mL PCL
cozeltisinin icerisine eklendi ve manyetik karistiricida karistirilarak ¢oziinmesi
saglandi. Ardindan 3 dakika sonikasyon islemi gerceklestirildi. Daha 6nce
hazirlanan %1 PVA ¢o6zeltisinden 15 mL behere alind1 ve manyetik karistiric ile
1000 rpm hizinda karistirilirken iizerine siringa ile sonike edilen 5 mL %3 PCL
¢ozeltisi damlatildi. Damlatma isleminin ardindan karisim 5 dakika daha sonike
edildi. Diklorometan1 uzaklastirmak i¢in ¢eker ocagin altinda 4 saat karistirildi.
Diklorometan u¢urulduktan sonra 14000 rpm’de 45 dakika +4°C’de santrifiijlendi.
Yikama islemi 3 kez tekrar edildi. Siipernatantlar enkapsiilasyon etkinliginin
belirlenmesinde kullanilmak iizere bir falkona toplandi. Son yikama isleminin

ardindan zeta-sizer ile boyut ve zeta potansiyel analizi yapildi. Elde edilen
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nanopartikiiller liyofilizator ile 48 saat kurutuldu ve deneylerde kullanilmak tizere

buzdolabinda muhafaza edildi.

3.2.6 Farkli Formiilasyonlar1 iceren Polikaprolakton Nanopartikiillerinin

Karakterizasyonu

Klaritromisin yiiklii PCL nanopartikiilleri (PCL-CLR), Alpinia officinarum yiiklii PCL
nanopartikiilleri (PCL-ALP), Klaritromisin ve Alpinia officinarum yikli PCL
nanopartikiilleri (PCL-CLR-ALP) ve bos PCL nanopartikiillerinin karakterizasyonu
farkli yontemler ve cihazlar kullanilarak gergeklestirildi. Boyut ve zeta potansiyel
Olcimleri Zeta-Sizer cihazi, gorintiilemeleri ise taramali elektron mikroskobu
kullanilarak gerceklestirildi. Klaritromisin ve Alpinia officinarumun PCL
nanopartikiillerine enkapsiilasyonu ise Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi
kullanilarak nanopartikiillerin belirli dalga boylar1 araliginda spektrumlari alinarak
ve bag titresimleri karsilastirilarak analiz edildi. Ayrica sentezlenen PCL
nanopartikiillerinin reaksiyon verimi ve enkapsiilasyon etkinligi de belirlendi.
Biitin bu yontemlerle karakterize edilen nanopartikiillerin, UV-Vis

Spektrofotometre kullanilarak salim profilleri de ¢ikarildi.
3.2.6.1 Zeta Sizer ile Boyut ve Zeta Potansiyel Analizi

Nanopartikiillerin boyut ve zeta potansiyel 6l¢ciimii Yildiz Teknik Universitesi Kimya
Metalurji Fakiltesi Biyomiihendislik Boliimii KMC-306 nolu laboratuvarda bulunan
Malvern Instruments ZetaSizer cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Her bir 6l¢iim
icin 995 pl distile su ve 5 pl nanopartikiil iceren 6rnek 1 mL’lik eppendorflarda

hazirlanarak ZetaSizer ile boyut ve zeta potansiyelleri 3 tekrarl olarak 6l¢tldii.
3.2.6.2 Nanopartikiillerin Liyofilizasyonu

Boyut analizi ardindan 15 mL'lik falkonlarda dondurulan nanopartikiiller 48 saat

boyunca liyafilizatérde -60 °C’de vakumlu alanda yiiksek basing altinda kurutuldu.
3.2.6.3 Taramali Elektron Mikroskobu Analizi

Nanopartikiillerin yiizey 6zellikleri, sekil ve boyutlar1 ArelPOTKAM’da FEI QUANTA
450 FEG Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) ile incelendi. Yalitkan numunelerin
SEM goriintiillemesi yapilabilmesi i¢in altin-paladyum gibi iletken maddelerle
kaplanmasi gerekmektedir. Vakumlu ortamda, yiiksek voltaj argon gazinin iyonize
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olmasini saglar, bu iyonlar altin-paladyum atomlarini koparir ve bu kopan atomlar
numuneleri homojen bir sekilde kaplanmasini1 saglamaktadir. Bu amagla, karbon
bant iizerine, liyofilize edilmis nanopartikiiller yerlestirildi, yiiksek vakum altinda
altin ile kaplandi ve 5 ve 7 kV'da farkli biiylitmelerde nanopartikiillerin

goruntillemesi gerceklestirildi.
3.2.6.4 Fourier Doniisiumlii Kizilotesi Spektroskopisi Analizi

Etken maddelerin nanopartikiillere enkapsiilasyonunun incelenmesi amaciyla
Alpinia officinarum ekstrakti, klaritromisinin, bos PCL ve etken madde yiiklii PCL
nanopartikiilleri FT-IR spektrofotometre cihazinda 4000-1200 cm™! aralifinda

Olgtimler alinarak belirlendi.
3.2.6.5 Reaksiyon Veriminin Belirlenmesi

Reaksiyon verimi asagida verilen denklem kullanilarak, liyofilizasyon isleminin
ardindan elde edilen nanopartikiil miktarinin reaksiyona giren toplam etken madde
(polikaprolakton, klaritromisin ve Alpinia officinarum ekstrakt1) miktarina oraniyla

belirlendi.

Elde edilen nanopartikiil miktari

x 100

Reaksiyon Verimi (%) =
y ( /0) Baslangig¢ta kullanilan etken madde miktari

3.2.6.6 Enkapsiilasyon Etkinliginin Belirlenmesi

Klaritromisin  ve/veya Alpinia officinarum ekstrakti  enkapsiile PCL
nanopartikiillerinin enkapsiilasyon etkinligi asagidaki denklem kullanilarak
belirlendi. Enkapsiile edilen etken madde miktarini belirlemek i¢in 6ncelikle her bir
etken madde i¢in absorbans, madde miktar iliskisini gosteren kalibrasyon egrileri
olusturuldu. Ardindan nanopartikiillerin yikama islemleri sirasinda toplanan
stipernatantlardan 1 ml alinip 20 dakika 1400 rpm hizinda santrifiij edildi ve UV
cihazinda uygun dalga boylarinda él¢ciimler alinarak enkapsiile edilen etken madde

miktarlar belirlendi.

Enkapsiile edilen etken madde miktari

x 100

Enkapsiilasyon Etkinligi (%) =

Baslangig¢ta kullanilan etken madde miktari
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3.2.6.7 Farkl Formiilasyonlari iceren Polikaprolakton Nanopartikiillerinin In

Vitro Salimi

Enkapsiile edilmis Alpinia officinarum ekstrakti ve Kklaritromisinin PCL
nanopartikiillerinden salim profillerini incelemek amaciyla 15 mg nanopartikiil
tartildi1 ve 3 mL PBS icerisinde 37 °C’de 130 rpm karistirma hizinda ¢alkalamal
inkiibatérde 200 saat boyunca birakildi. Belirlenen zaman araliklarinda 1'er mL
ornek alindi. 14000 rpm hizinda 20 dakika santirifiij edildi ve slipernatant UV-Vis
spektrofotometre ile uygun dalga boyunda absorbans degeri belirlendi. Her alinan
1 mL Ornek i¢in inkiibatérdeki 6rnege 1 mL yeni PBS eklendi. Alpinia officinarum
ekstrakti ve klaritromisin icin ¢ikarillan kalibrasyon egrileri kullanilarak salim

profilleri olusturuldu.

3.2.7 Klaritromisinin Alpinia officinarum Ekstraktinin ve Farkh
Formiilasyonlar1 iceren Polikaprolakton Nanopartikiillerinin Helicobacter

pylori Uzerinde Antibakteriyel Etkinliklerinin incelenmesi

PCL nanopartikiillerinin hangi konsantrasyon araliginda antibakteriyel etkinliginin
incelenecegine karar vermek amaciyla oncelikle klaritromisin ve Alpinia officinarum
ekstraktinin tek basina anti-helicobacteriyel etkinlikleri sivi makrodiliisyon
yontemiyle incelenerek minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) ve minimum
bakterisidal konsantrasyon (MBK) degerleri belirlendi. Bu degerlere bagh olarak
klaritromisin ve/veya bitkisel ekstrakt yiikli PCL nanopartikillerinin
konsantrasyon araliklar1 belirlenerek sivi makrodilisyon ve disk diflizyon

yontemleri ile antibakteriyel etkinlikleri ve toksisiteleri incelendi.
3.2.7.1 Sivi Makrodiliisyon Yontemi

Klaritromisinin ve Alpinia officinarum Ekstraktinin Sivi Makrodiliisyon

Yéntemi ile Minimum Inhibisyon Konsantrasyonunun Tayini

Sivi makrodiliisyon yontemi steril, kapakli cam tiipler kullanilarak gergeklestirildi.
Bu yontem icin dncelikle H. pylori ATCC 700824 susu %5 FBS iceren sivi Brucella
Broth besiyerinde pasajlanarak mikroaerofilik kosullarda 37°C’de 48 saat inkiibe
edildi. Klaritromisin (128-2 pg/mL) ve Alpinia officinarum ekstrakti (512-2 pg/mL),

siv1 Brucella Broth besiyerinde istenilen konsantrasyonlarda hazirlandiktan sonra
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cam tlplere yliksek konsantrasyondan diisiik konsantrasyona dogru 5 mL olacak
sekilde seyreltilerek hazirlandi. Sadece besiyeri ve sadece hiicre ekimi yapilacak iki
kontrol grubu da hazirlandi. Daha sonra her bir cam tiipe 1x107 kob/mL sayida
bakteri ekimi gerceklestirildi ve 48 saat 37°C’de mikroaerofilik kosullarda
inkiibasyona birakildi. Uremenin gozle goriilmedigi konsantrasyon MIK degeri

olarak belirlendi.

Klaritromisinin ve Alpinia officinarum Ekstraktinin Minimum Bakterisidal

Konsantrasyonunun Tayini

Antibiyotik ve ekstrakt icin inhibisyon konsantrasyonlari1 belirlendikten sonra
bakterisidal konsantrasyonun belirlenebilmesi i¢in inhibisyon konsantrasyonu ve
bir tist konsantrasyondan 10 pL alinirak petrilere damlatildi. 37°C’de mikroaerofilik
kosullarda bir gece inkiibe edildi. Uremenin olmadigi konsantrasyon MBK olarak

belirlendi.

Farkli Formiilasyonlar1 iceren Polikaprolakton Nanopartikiillerinin Sivi

Makrodiliisyon Yontemi ile Antibakteriyel Etkinliklerinin Tayini

PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-ALP-CLR nanopartikiillerinin antimikrobiyal
etkinliklerinin tayini steril, kapakli cam tiipler kullanilarak gerceklestirildi. Bu
yontem icin 6ncelikle H. pylori ATCC 700824 susu %5 FBS iceren sivi Brucella Broth
besiyerinde pasajlanarak mikroaerofilik kosullarda 37°C’de 48 saat inkiibe edild.i.
PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-ALP-CLR (1024-64 npg/mL) sivi Brucella Broth
besiyerinde istenilen konsantrasyonlarda hazirlandiktan sonra cam tiiplere yliksek
konsantrasyondan diisiik konsantrasyona dogru 5 mL olacak sekilde seyreltilerek
hazirlandi. Sadece besiyeri ve sadece hiicre ekimi yapilacak iki kontrol grubu da
hazirlandi. Daha sonra her bir cam tiipe 1x107 kob/mL sayida bakteri ekimi
gerceklestirildi ve 48 saat 37°C’de mikroaerofilik kosullarda inkiibasyona birakildu.
inkiibasyonun ardindan 96’lik mikro kuyucuklara her konsantrasyondan 3 tekrar
olacak sekilde 100 pL konuldu ve 600 nm’de ELISA reader ile 6l¢iim alind1. Kontrol
gruplarina bagh olarak bakteri yiizdeleri belirlendi. Buna ek olarak gram boyama

yapildi.
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3.2.7.2 Antibiyogram Testleri

Sivi makrodiliisyon yontemiyle antibakteriyel etkinlikleri incelenen klaritromisin,
Alpinia officinarum ekstrakti, PCL nanopartikiillerinin disk difiizyon yontemi ile de

inhibisyon zon ¢aplari belirlendi.

Klaritromisinin Alpinia officinarum Ekstraktinin ve Farkli Formiilasyonlari
iceren Polikaprolakton Nanopartikiillerinin Disk Difiizyon Yontemi ile

inhibisyon Zonlarinin Belirlenmesi

Bu yontem icin oncelikle H. pylori ATCC 700824 susu %5 FBS igeren sivi Brucella
Broth besiyerinde pasajlanarak mikroaerofilik kosullarda 37°C’de 48 saat inkiibe
edildi. Daha 6nce hazirlanan kati besiyerlerine 1x107 kob/mL sayida hazirlanan
bakteri stispansiyonundan 10 pL ekim yapildi. Klaritromisin, Alpinia officinarum
Ekstrakti, PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-ALP-CLR icin 1024, 512, 256, 128 ve 64
ug/mL konsantrasyonlari hazirlandi. Diskler hazirlanan konsantrasyonlara batirilip
bakteri ekimi yapilan petrilere araliklarla yerlestirildi. Petriler mikroaerofilik
kosullarda 37°C’de 48 saat inkiibe edildi ve olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari

sleiildil,

3.2.8 Klaritromisinin Alpinia officinarum Ekstraktinin ve Farkh
Formiilasyonlar1 iceren Polikaprolakton Nanopartikiillerinin J774 ve AGS

Hiicre hatlarinda Sitotoksisite Analizleri

Antibakteriyel etkinlikleri H. pylori tizerinde incelenen Kklaritromisinin, Alpinia
officinarum  ekstraktinin, PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-ALP-CLR
nanopartikiillerinin toksisiteleri j774 normal fare makrofaj ve ATCC CRL-1739 AGS
insan mide kanseri hiicre hatlarinda incelendi. Sitotoksisite analizleri i¢in viicuttaki
saglikll hticrelerle nanopartikiillerin etkilesimi incelemek i¢in makrofaj hiicre hatti
secildi. Ayrica, H. pylori'nin tedavisinde kullanilmasi amag¢lanan nanopartikiillerin,
H. pylori enfeksiyonunun da neden oldugu bilinen mide kanseriyle etkilesimini de

incelemek amaciyla sitotoksisite ¢alismalarinda mide kanseri hiicre hatti kullanildi.
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3.2.8.1 Klaritromisin Alpinia officinarum Ekstrakti ve Farkl1 Formiilasyonlari
iceren Polikaprolakton Nanopartikiillerinin J774 Hiicre Hattinda

Toksisitelerinin MTT Yontemi ile incelenmesi
J774 Hiicre Hattinin Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

Sitotoksisite deneylerinde Yildiz Teknik Universitesi Kimya Metalurji Fakiiltesi

Biyomiihendislik Boliimu “Hicre Kiiltiirti ve Doku Miuihendisligi” laboratuvarindaki

sivi azot tankinda bulunan J774 Makrofaj Hiicre Hatt1 kullanild1.
J774 Hiicre Hattinin Kriyobanktan Cikarilmasi ve Kiiltiiri

Kriyobanktan g¢ikarilan hiicreler kriyotiipler icerisinde 37°C’de su banyosunda
cozdurildi. %10 FBS iceren RPMI 1640 besiyerine aktarildi, 1000 rpm hizinda 5
dakika santrifiijlendi ve siipernatant uzaklastirildi. Hiicrelerin yer aldigi pelletin
tizerine 5 mL %10 FBS iceren RPMI 1640 besiyeri eklendi ve T25lik flasklara
hiicrelerin ekimi gerceklestirildi. Hiicreler invert mikroskopta 24 saatte bir

incelendi.

Yar: siispanse J774 hiicrelerinin pasaji i¢in flaskin duvarlarina hafifce vurarak
hiicreler kaldirild1 ve falkona alinarak 1000 rpm hizinda 5 dakika santriftijlendi.

Ardindan Thoma laminda deneyler icin hiicre sayimi yapildi.
J774 Makrofaj Hiicrelerinin Sayimi

Sayim i¢in 6ncelikle ]774 makrofaj hiicreleri flasktan kaldirildi ve 1000 rpm hizinda
5 dakika santrifiijlendi. Siipernatant uzaklastirildi ve pelletin tizerine 1 mL besiyeri
eklenerek hiicreler kaldirildi. Eppendorf tiiptine 48 pl PBS, 50 pl tripan mavisi
boyasi ve 2 pl hiicre alind1 ve pipetaj yapildi. Thoma laminin iki tarafina hazirlanan
suspansiyondan 10’ar pl konuldu ve mikroskopta sayim gergeklestirildi. 1 mL

icerisindeki hiicre sayisini hesaplamak i¢in asagidaki denklem kullanildu.

Hiicre Sayis1 = Ortalama canli hiicre sayisi x Sulandirma katsayis1 x Thoma lami

sabiti

Ortalama hiicre sayisi: Thoma laminin alt ve {ist kisimlarinda bulunan 16 karedeki

canli hicrelerin aritmetik ortalamasi
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Sulandirma katsayisi: Pelletten alinan hiicrelerin sayimi icin yapilmis sulandirma

katsayisi
Thoma lami sabiti: 10.000
J774 Makrofaj Hiicrelerin Kriyoprezervasyonu

J774 hicrelerin kriyoprezervasyonu icin %20 DMSO iceren FBS ile dondurma
soliisyonu hazirlandi. 1 mL’lik kriyottiplere 1.000.000 hticre iceren 500 mL besiyeri
konuldu. Uzerine damla damla 500 mL kriyoprotektan eklenerek yavas dondurma
yontemi ile donduruldu. Bu amagla kriyotiipler 6ncelikle 1 saat +4 °C’de, 2 saat
-20°C’de, bir gece boyunca -40°C’de bekletildi ve ardindan -196°C’deki azot tankina
yerlestirildi.

Klaritromisinin, Alpinia officinarum ekstraktinin, PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-
ALP-CLR nanopartikillerinin (1024 - 32 pg/mL) sitotoksisiteleri J774 makrofaj
hiicreleri iizerinde incelendi. Oncelikle 96’lik well platede her bir kuyuda 100 pl
besiyeri icerisinde 10*% sayida hiicre olacak sekilde makrofajlarin ekimi
gerceklestirildi ve 1 giin 37°C’de %5 CO: iceren etiivde inkiibe edildi. 24 saatin
ardindan kuyucuklardaki hiicreler invert mikroskopta incelendi, belirtilen
formiilasyonlar hiicrelere verildi ve 48 saat inkiibe edildi. Daha sonra MTT
solisyonundan her bir kuyucuga 10 pl eklendi ve 4 saat 37°C etiivde inkiibe edildi.
Mikroskopta formazan kristallerinin olusumu incelendi. Her bir kuyucuga 100 pl
DMSO eklendi ve olusan kristallerin ¢oziinmesi i¢in 30 dakika karanlik ortamda

plate bekletildi. ELISA reader ile 570 nm’de 6l¢tim alind1.

3.2.8.2 Klaritromisinin Alpinia officinarum Ekstraktinin ve Farkh
Formiilasyonlari iceren Polikaprolakton Nanopartikiillerinin ATCC CRL-1739

AGS Hiicre Hatt1 Uzerinde Etkinliklerinin incelenmesi
AGS Hiicre Hattinin Kiiltiirii ve Karakterizasyonu

Sitotoksisite deneylerinde Yildiz Teknik Universitesi Kimya Metalurji Fakiiltesi
Biyomiihendislik Bolimi “Hiicre Kiiltiirii ve Doku Miihendisligi” laboratuvarindaki

siv1 azot tankinda bulunan AGS kanser hicre hatt1 kullanildai.
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AGS Hiicre Hattinin Kriyobanktan Cikarilmasi ve Kiiltiirii

Kriyobanktan ¢ikarilan hiicreler kriyotiipler igerisinde 37°C’de su banyosunda
cozdirildi. %10 FBS iceren DMEM F-12 besiyerine aktarildi, 1000 rpm hizinda 5
dakika santrifiijlendi ve siipernatant uzaklastirildi. Hiicrelerin yer aldig1 pelletin
tizerine 5 mL %10 FBS iceren DMEM F-12 besiyeri eklendi ve T25’lik flasklara
hiicrelerin ekimi gerceklestirildi. Hiicreler invert mikroskopta 24 saatte bir

incelendi.

AGS hiicrelerinin pasaji besiyeri flasktan uzaklastirildi ve PBS ile yikama yapildi.
Flaska 1 mL tripsin soliisyonu eklendi ve 5 dakika etiivde inkiibe edildi. Mikroskopta
hiicrelerin flasktan ayrilmasi goriintiilendi. Flaska 4 mL DMEM-F12 besiyerini ilave
edildi ve pipetaj yapilarak hiicreler flasktan alinarak falkona aktarildi ve 1000 rpm
hizinda 5 dakika santrifiijlendi. Ardindan Thoma laminda deneyler i¢in hiicre sayimi

yapildi.
AGS Hiicrelerinin Sayimi

Sayim igin oncelikle kanser hiicreleri flasktan kaldirildi ve 1000 rpm hizinda 5
dakika santriftijlendi. Stipernatant uzaklastirildi ve falkonda kalan pelletin tizerine
1 mL DMEM-F12 besiyeri eklenerek hiicreler kaldirildi. Eppendorf tiipiine 48 ul PBS,
50 pl tripan mavisi boyasi alindi ve 2 pl hiicre ilave edilerek pipetaj yapildi. Thoma
laminin iki tarafina hazirlanan siispansiyondan 10’ar pl konuldu ve mikroskopta
sayim gerceklestirildi. 1 mL icerisindeki hiicre sayisin1 hesaplamak i¢in asagidaki

denklem kullanildi.

Hiicre Sayis1 = Ortalama canli hiicre sayisi x Sulandirma katsayisi x Thoma lami

sabiti

Ortalama hiicre sayisi: Thoma laminin alt ve tist kisimlarinda bulunan 16 karedeki

canli hicrelerin aritmetik ortalamasi

Sulandirma katsayisi: Pelletten alinan hiicrelerin sayimi i¢in yapilmis sulandirma

katsayisi

Thoma lamui sabiti: 10.000
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AGS Hiicrelerin Kriyoprezervasyonu

AGS hicrelerin kriyoprezervasyonu icin %20 DMSO igeren FBS ile dondurma
soliisyonu hazirlandi. 1 mL’lik kriyotiiplere 1.000.000 hiicre iceren 500 mL besiyeri
konuldu. Uzerine damla damla 500 mL kriyoprotektan eklenerek yavas dondurma
yontemi ile donduruldu. Bu amacla kriyotiipler 6ncelikle 1 saat +4 °C’'de, 2 saat -
20°C’'de, bir gece boyunca -40°C’de bekletildi ve ardindan -196°C’deki azot tankina
yerlestirildi.

Alpinia officinarum ekstraktinin, PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-ALP-CLR
nanopartikiillerinin antikansorejen etkinliklerinin ve H. pylori tedavisinde
kullanilan bir antibiyotik olan klaritromisinin mide kanseri hiicreleri tizerindeki
etkinliginin incelenmesi icin MTT yéntemi uygulandi. Oncelikle her bir etken i¢in
1024 - 32 pg/mL arasinda konsantrasyona sahip formiilasyonlar hazirlandi. 96’lik
well platede her bir kuyuda 100 pl besiyeri igerisinde 104 sayida hiicre olacak
sekilde hiicrelerim ekimi gergeklestirildi ve 1 giin 37°C’de %5 CO2 igeren etiivde
inklibe edildi. 24 saatin ardindan kuyucuklardaki hiicreler invert mikroskopta
incelendi, belirtilen formiilasyonlar hiicrelere verildi ve 48 saat inkiibe edildi. Daha
sonra MTT soliisyonundan her bir kuyucuga 10 pl eklendi ve 4 saat 37°C etiivde
inkiibe edildi. Mikroskopta formazan Kkristallerinin olusumu incelendi. Her bir
kuyucuga 100 pl DMSO eklendi ve olusan kristallerin ¢6ziinmesi i¢in plate, 30 dakika
karanlik ortamda bekletildi. ELISA reader ile 570 nm’de 6l¢iim alind1.
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4

DENEYSEL SONUCLAR

4.1 Helicobacter pylori'nin Morfolojik Degerlendirilmesi ve

Biyokimyasal Ozellikleri

H. pylori’nin morfolojik degerlendirilmesi 151k mikroskobu kullanilarak ve gram
boyama uygulanarak yapildi. Kriyobanktan ¢ikarilan bakterilerin inkiibasyonunun
ardindan alinan ornekler lam iizerine yayilarak 1sik mikroskobu altinda 40X

biiylitme ile incelendi. Bakteriye 6zgili hareketler 1s1k mikroskobunda gozlemlendi.

Gram boyama yapilan orneklerde ise bakterilerin pembe renge boyanmasi H.
pylori'nin gram pozitif bir bakteri oldugunu dogrulamaktadir. Gram boyama
yapilmis 6rneklerin bulundugu lama immersiyon yagi damlatilarak 100X biiyiitme
altinda 151k mikroskobunda inceleme gerceklestirildi. H. pylori bakterilerinin spiral

formlar1 gram boyama yontemi ile de goriintiilendi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 Helicobacter pylori gram boyama 151k mikroskobu goriintiisii (100X biiyiitme)

Ureme goériilen petrilerden alinan bir koloni eppendorflara daha énce hazirlanmis

olan iire besiyerinin tizerine yayildi ve 37 °C’de etiive kaldirildi. 10 dakikanin
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ardindan H. pylori'nin iireaz pozitif olmasindan kaynakl olarak besiyerinde pembe

renk olusumu goruldi (Sekil 4.2).

Sekil 4.2 Helicobacter pylori'nin lireaz aktivitesi

Katalaz testi icin de kati ve siv1 besiyerinden alinan bakteri 6rnekleri lama yayildi ve
uzerine %3’lik H202 damlatildi. Kabarcik olusumunun goérulmesi (Sekil 4.3) ile

bakteri katalaz pozitif olarak kabul edildi.

Sekil 4.3 Helicobacter pylori'nin katalaz aktivitesi

4.2 Bitki Ekstraktlarinmin Antibakteriyel Etkisinin Helicobacter
pylori Kiiltiuriinde Disk Difiizyon Yontemi ile Analizi

Bitki Orneklerinin (Rosmarinus Officinalis, Artemisia absinthium L., Alpinia
officinarum) metanol icersinde ekstrakte edilmesinin ardindan karisimlarin alkol

bileseni 40 °C’de basing altinda evaporator ile buharlastirildi. Daha sonra érnekler

liyofilize edildi.
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Bitki ekstraktlarinin sivi Brucella Broth besiyeri ile farkli konsantrasyonlar (5-2,5-
1,25 ve 0,625 mg/mL) hazirlandi. Disk disflizyon yontemi ile H. pylori bakterileri
tizerinde antibakteriyel etkinligi incelendi ve sekil 4.4’de verilen inhibisyon zon
caplari belirlendi. Bitki ekstraktlarinin incelenen konsantrasyonlarda ATCC 700824
H. pylori susuna kars1 antibakteriyel etkinlige sahip oldugu belirlendi. incelenen
bitkisel ekstraktlardan Alpinia officinarum ekstraktinin 5, 25, ve 1,25 mg/mL
konsantrasyonlarinda diger bitkisel ekstraktlara kiyasla daha biiyiik inhibisyon
zonu olusturdugu ve en diisiik konsantrasyon olan 0,625 mg/mL’de ise Artemisia
absinthium ekstraktiyla ayni ¢apta inhibisyon zonu olusturdugu belirlendi. Bu
nedenle nanopartikiil ile yapilacak calismalarda Alpinia officinarum ekstrakti ile

calisilmasina karar verildi.
30
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5e M Rosmarinus officinalis

I
I I
I I I I |
O I
5000 pg/ml 2500 pg/ml 1250 pg/ml 625 pg/ml
Konsantrasyon (ug/ml)
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= = [
(=] (951 (=]
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Sekil 4.4 Bitki ekstraktlarinin inhibisyon zonlari

Sekil 4.5 Bitki ekstraktlarinin H. pylori izerinde etkinligi (Disk difiizyon yontemi)
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4.3 Alpinia officinarum Ekstraktinin Toplam Fenolik Madde Tayini

Kalibrasyon grafigin hazirlanmasinda, fenolik bir bilesik olan gallik asit standart
olarak kullanildi. Gallik asidin farkhi konsantrasyonlar1 (1-0,5-0,25-0,125-0,0625-
0,03125 mg/mL) metanol ile hazirlandi. Konsantrasyonlar, %10’luk Na2CO3 ve
Fenol reaktifi ile 2 saat inkiibe edildi ve ardindan 760 nm’de UV spektrofotometre
ile absorbanslar1 okunarak sekil 4.7’de verilen konsantrasyona karsi absorbans
grafigi cizildi.

Toplam fenolik madde tayini redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Fenolik
bilesikler bazik ortamda Folin-Ciocalteu ayracini indirgeyip oksitlenmis forma
dontiiserek maddenin fenol igerigine bagh olarak mavi renk olusturmaktadir. Olusan
kompleksin renk siddeti fenolik maddelerin konsantrasyonu ile dogru orantilidir.
Sekil 4.6’da 2 saatlik inkiibasyonun ardindan farkh konsantrasyonlarda gallik asit
ile hazirlanan 6rneklerin azalan konsantrasyonla dogru orantili olarak azalan mavi

renk siddeti goriilmektedir.

Sekil 4.6 2 saatlik inkiibasyonun ardindan gallik asitin farkli konsantrasyonlarinin mavi renk
siddeti
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Toplam Polifenol Tayini Kalibrasyon Grafigi
35
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Sekil 4.7 Gallik asitin standart grafigi

Cizilen kalibrasyon grafigine bagh olarak Alpinia offcinarum ekstraktlarinin farkl
konsantrasyonlardaki (5, 2 ve 1 mg/mL) fenolik madde miktarlar1 hesaplandi.
Alpinia officinarumun 5, 2 ve 1 mg/mL olarak metanol ile hazirlanan farkh
konsantrasyonlar1 icin gallik asit esdegeri fenolik madde miktarlar1 sirasiyla;
0,5644, 0,2732 ve 0,1468 mg olarak belirlendi. Buna bagh olarak ekstraktin 1
gramindaki gallik asit esdegeri [mg GAE (Gallik Asit Esdegeri) / g Alpinia officinarum
ekstrakti] fenolik madde miktar1 102,75 mg olarak hesapland:.

Sekil 4.8 2 saatlik inkiibasyonun ardindan Alpinia officinarum ekstraktinin farklh
konsantrasyonlarinin mavi renk siddeti

Alpinia officinarum metanolik ekstraktinin UV-Vis spektrofotometre cihaz ile 200

nm ile 800 nm arasi spektrumu alindi. Ekstraktin spektrumunda 268 nm 280 nm ve
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358 nm’de absorpsiyon pikleri gorildi. Alpinia officinarumun ekstraktinin
spektrumunda 280 nm’de absorbans goriilmesi fenolik, 254-280 nm ve 340-360

nm'de absorbans gorilmesi ise flavonoidlerin varligin1 gostermektedir (Sekil 4.9).

5

Absobans

200 400 Dalga Boyu (nm) 600 800

Sekil 4.9 Alpinia officinarumun metanolik ekstraktinin UV-Vis spektrumu

4.4 Farkh Formiilasyonlan Iceren Polikaprolakton

Nanopartikiillerinin Karakterizasyonu
4.4.1 Polikaprolakton Nanopartikiillerinin Boyut Analizi

Bos PCL, klaritromisin enkapsiile PCL, Alpinia officinarum ekstrakti enkapsiile PCL
ve klaritromisin ve Alpinia officinarum ekstrakti enkapsiile PCL nanopartikiilerinin
dinamik 151k sagilmasi yontemi ile 6l¢iilen boyut dagilim grafikleri Sekil 4.10, Sekil
4.11, Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de verildi. Sentezlenen nanopartikiillerin boyutlarinin
ortalamalar1 bos PCL nanopartikiilleri i¢in 208,5 nm; klaritromisin enkapsiile PCL
nanopartikiilleri icin 216,5 nm; Alpinia officinarum ekstrakti enkapsiile PCL
nanopartikiilleri i¢in 213,7 nm ve Kklaritromisin ve Alpinia officinarum ekstrakti
enkapsiile PCL nanopartikiileri i¢cin 213,9 nm olarak 6l¢iildii. Bos PCL, klaritromisin
enkapsiile PCL, Alpinia officinarum ekstrakti enkapsiile PCL ve Kklaritromisin ve
Alpinia officinarum ekstrakti enkapsiile PCL nanopartikiilerinin ¢oklu dagilim indisi

degerleri ise sirasiyla ortalama 0,076; 0,114; 0,066 ve 0,034 olarak saptandi.
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Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 208,5 Peak 1: 2251 100,0 62,89
Pdl: 0,076 Peak 2: 0,000 00 0,000
Intercept: 0,959 Peak 3: 0,000 0,0 0,000
Result quality Good
Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.10 Bos PCL nanopartikiillerinin Zeta-Sizer boyut dagilim grafigi

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 2165 Peak 1: 2441 100,0 87.30
Pdl: 0,114 Peak 2: 0,000 0.0 0,000
Intercept: 0,959 Peak 3: 0,000 0.0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity
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Sekil 4.11 Klaritromisin enkapsiile PCL nanopartikiillerinin Zeta-Sizer boyut dagilim grafigi

Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...
Z-Average (d.nm): 213,7 Peak 1: 2309 100.0 66,55
Pdl: 0,066 Peak 2: 0.000 0.0 0,000
Intercept: 0,944 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity

Intensity (Percart)
>
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Sekil 4.12 Alpinia officinarum ekstrakti enkapsiile PCL Nanopartikiillerinin Zeta-Sizer boyut
dagilim grafigi
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Size (d.n... % Intensity: St Dev (d.n...

Z-Average (d.nm): 2139 Peak1: 2255 100,0 54.79
Pdl: 0,034 Peak 2: 0,000 0,0 0,000
Intercept: 0,959 Peak 3: 0,000 0,0 0,000

Result quality Good

Size Distribution by Intensity
25
L A
T
]
& 157"
L.
g
E 10
o
£
L Y Y T P
o |
0.1 1 10 1000 10000
Size (d.nm}
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Sekil 4.13 Klaritromisin ve Alpinia officinarum ekstrakti enkapsiile PCL nanopartikillerinin Zeta-
Sizer boyut grafigi

4.4.2 Polikaprolakton Nanopartikiillerinin Zeta Potansiyel Analizi

Sentezlenen nanopartikiillerin zeta potansiyel degerleri elektroforetik 151k sagilmasi
yontemi ile olgiildii ve Sekil 4.14, Sekil 4.15 Sekil 4.16 ve Sekil 4.17’de verildi.
Sentezlenen nanopartikiillerin ortalama zeta potansiyelleri bos PCL
nanopartikiilleri i¢in -24,9 mV; klaritromisin enkapsiile PCL nanopartiktlleri i¢in -
16,6 mV; Alpinia officinarum ekstrakti enkapstile PCL nanopartikiilleri i¢in -18,8 mV
ve klaritromisin ve Alpinia officinarum ekstrakt1 enkapsiile PCL nanopartikileri i¢in

-15,6 mV olarak o6lctildii.

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -24.9 Peak 1: -249 100,0 6,95
Zeta Deviation (mV): 6,95 Peak 2: 0,00 0.0 0,00
Conductivity (mS/em): 0,00701 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality

Zeta Potential Distribution

200000

100000

Total Counts

MApparent Zeta Potential (mV)

Record 52: PCL SU 03.03.20 3

|— Record 50: PCL SU 03.03.20 1 Record 51: PCL SU 03.03.20 2|

Sekil 4.14 Bos PCL nanopartikiillerinin Zeta-Sizer zeta potansiyel grafigi
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Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)

Zeta Potential (mV): -16,6 Peak 1: -16,6 100,0 9,57
Zeta Deviation (mV): 9,57 Peak 2: 0.00 00 0,00
Conductivity (mSicm): 0,00482 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality Good

Zata Potential Distribution
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Sekil 4.15 Klaritromisin enkapsiile PCL nanopartikiillerinin Zeta-Sizer zeta potansiyel grafigi

Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -18,8 Peak1: -188 100,0 10,5
Zeta Deviation (mV): 10,5 Peak 2: 0.00 0.0 0,00
Conductivity (mS/em): 0,00452 Peak 3: 0,00 0,0 0,00

Result quality Good

Zeta Potential Distribution
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Sekil 4.16 Alpinia officinarum ekstrakti enkapstile PCL nanopartikiillerinin Zeta-Sizer zeta

potansiyel grafigi
Mean (mV) Area (%) St Dev (mV)
Zeta Potential (mV): -156 Peak 1: -156 100,0 8,02
Zeta Deviation (mV): 8,02 Peak 2: 0,00 0.0 0.00
Conductivity (mSfcm): 0,0234 Peak 3: 0,00 0.0 0,00

Result quality Good

Zeta Petential Distribution
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Sekil 4.17 Klaritromisin ve Alpinia officinarum ekstrakti enkapsiile PCL nanopartikiillerinin Zeta-
Sizer zeta potansiyel grafigi
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4.4.3 Taramal1 Elektron Mikroskobu Analizi

Sekil 4.18-4.23'te PCL-CLR, PCL-ALP, PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin farkh
biiylitme oranlarinda taramal elektron mikroskobu alinan gériintiileri verilmistir.
Nanopartikiillerin SEM goriintiileri incelendiginde yiizeylerinde herhangi bir etken
madde goriilmedi. Nanopartikiillerin, morfolojik olarak diizgiin, pliriizsiiz, kiiresel
ve homojen boyut dagilimina sahip oldugu goriintiilendi. Goriintiiler Zetasizer boyut

Olctimleriyle birbirini desteklemektedir.

Sekil 4.18 PCL-CLR nanopartikiillerinin SEM goriintiisii (40.000X)

Sekil 4.19 PCL-CLR nanopartikiillerinin SEM goériintiisii (80.000X)
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Sekil 4.20 PCL-ALP nanopartikiillerinin SEM goriintiisii (80.000X)

Sekil 4.21 PCL-ALP nanopartikiillerinin SEM goriintiisii (160.000X)
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Sekil 4.22 PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin SEM goriintiisii (80.000X)

Sekil 4.23 PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin SEM goriintiisii (160.000X)

4.4.4 Fourier Doniisumlii Kizilotesi Spektroskopisi Analizi

Klaritromisinin ~ ve  Alpinia  officinarum  ekstraktinin  nanopartikiillere
enkapsiilasyonunun incelenmesi amaciyla Alpinia officinarum ekstraktinin,
klaritromisinin, bos PCL ve etken madde yiuiklii PCL-CLR, PCL-ALP, PCL-CLR-ALP
nanopartikillerinin Fourier Donlisimli Kizilétesi Spektrofotometre cihazinda

4000-1200 cm! araliginda spektrum olciimleri gerceklestirildi.
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Klaritromisinin FT-IR Spektrumu

Klaritromisinin FT-IR spektrumu sekil 4.24’de gorilmektedir. 1390-1200 cm™
arasindaki bantlar CHz fonksiyonel gruplarinin gerilme titresimlerinin varhigini
gostermektedir. 1690-1680cm ! arasinda goriilen bant lakton halkasi icindeki keton
grubundaki karbonil gerilme titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 1690-1745 cm-1
arasindaki bant lakton halkasindaki karbonil gerilmelerinin (0-C=0) titresimlerini
temsil etmektedir. 3000-2780 cm arasinda belirlenen bantlar alkan (C-H)

gerilmelerine aittir.
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Sekil 4.24 Klaritromisinin FT-IR spektrumu

Alpinia officinarumun Ekstraktinin FT-IR Spektrumu

Alpinia officinarumun metanolik ekstraktinin FT-IR spektrumu sekil 4.25’te
gorilmektedir. 3400-3200 cm! arasindaki siddetli bant Alpinia officinariumun
icerdigi cesitli metabolitlerin OH gruplarindan kaynakli absorpsiyonu
gostermektedir. 3000-2760 cm! arasinda goriilen zayif bantlar alifatik O-H gerilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 1670-1600 cm arasinda goriilen bantlar
aromatik halkalardaki C=C gerilme titresimlerini temsil etmektedir. 1440-1395 cm-
larasindaki bantlar O-H egilme titresimlerine aittir. 1380-1360 cm! arasindaki bant

karboksil gruplarindaki C-O gerilme titresimlerinin varligini gostermektedir.
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Sekil 4.25 Alpinia officinarum ekstraktinin FT-IR spektrumu
Bos PCL Nanopartikiillerinin FT-IR Spektrumu

Bos PCL nanopartikiillerinin FT-IR spektrumu sekil 4.26’da gortilmektedir. 2950-
2940 cm! arasinda gorilen Kkarakteristik bant asimetrik CH2 gerilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir. 1730-1720 cm arasinda goriilen bant
karbonil gerilme titresimlerini temsil etmektedir. 1290-1200 cm-! arasindaki

bantlar C-O ve C-C gerilme titresimlerine aittir.
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Sekil 4.26 Bos PCL nanopartikiilerinin FT-IR spektrumu
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PCL-CLR Nanopartikiillerinin FT-IR Spektrumu

Klaritromisin ytikli PCL nanopartikiillerine ait FTIR spektrumu sekil 4.27’de
gorulmektedir. Klaritromisinin FT-IR spektrumunda antibiyotige 6zgii 1390-1200
cm! ve 1690-1680 cm-l bantlarin PCL-CLR nanopartikiillerinin FT-IR
spektrumunda goriilmemesi klaritromisinin nanopartikiillerin icerisine basaril bir
sekilde enkapsiile oldugunu gostermektedir. Ayn1 zamanda PCL nanopartiktllerine
spesifik 2950-2940 cm-1ve 1730-1720 cm bantlarinin goériilmesi enkapsiilasyonu

dogrulamaktadir.
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Sekil 4.27 PCL-CLR nanopartikiillerinin FT-IR spektrumu
PCL-ALP Nanopartikiillerinin FT-IR Spektrumu

Alpinia officinarum ekstrakti yikli PCL nanopartikillerine ait FT-IR spektrumu
sekil 4.28'de goriilmektedir. Alpinia officinarumun FT-IR spektrumunda ekstrakta
o6zgi 1670-1600 cm?1 ve 1440-1395 cm! cm! bantlarinin PCL-ALP
nanopartikiillerinin FTIR spektrumunda gorilmemesi bitkisel ekstraktin
nanopartikiillerin icerisine basarili bir sekilde enkapsiile oldugunu géstermektedir.
Ayni zamanda PCL nanopartikiillerine spesifik 2950-2940 cm1ve 1730-1720 cm!

bantlarinin goriilmesi enkapsiilasyonu dogrulamaktadir.
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Sekil 4.28 PCL-ALP nanopartikiillerinin FT-IR spektrumu

PCL-CLR-ALP Nanopartikiillerinin FT-IR Spektrumu

Alpinia officinarum ekstrakti ve klaritromisin ytikli PCL nanopartikiillerine ait FT-
IR spektrumu sekil 4.29'de gorilmektedir. Alpinia officinarumun FTIR
spektrumunda ekstrakta 6zgii 1670-1600 cm! ve 1440-1395 cm-! bantlarin PCL-
CLR-ALP nanopartikiillerinin FT-IR spektrumunda goriilmemesi bitkisel ekstraktin
nanopartikiillerin icerisine basarili bir sekilde enkapsiile oldugunu géstermektedir.
Ayni zamanda antibiyotige 6zgi 1390-1200 cm! ve 1690-1680 cm! bantlarinin
PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin FT-IR  spektrumunda  gorilmemesi
klaritromisinin nanopartikiillerin icerisine basarili bir sekilde enkapsiile oldugunu
gostermektedir. Buna ek olarak, PCL nanopartikiillerine spesifik 2950-2940 cm1 ve

1730-1720 cm1 bantlarinin goérilmesi enkapstilasyonu dogrulamaktadir.
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Sekil 4.29 PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin FT-IR spektrumu
4.4.5 Polikaprolakton Nanopartikiillerinin Reaksiyon Verimi

Coziicii buharlastirma yontemi ile elde edilen klaritromisin ve/veya Alpinia
officinarum ekstrakt1 enkapsiile edilmis PCL nanopartikiillerinin reaksiyon verimi
materyal ve metot boliimiinde verilen formiile gére hesaplandi. Reaksiyon verimleri

tablo 4.1’de verildi.

Tablo 4.1 Polikaprolakton nanopartikiillerinin reaksiyon verimi

Nanopartikiil Reaksiyon Verimi
(%)

PCL-CLR 43

PCL-ALP 50

PCL-CLR-ALP 47

4.4.6 Polikaprolakton Nanopartikiillerinin Enkapsiilasyon Etkinligi

Coziici buharlastirma yontemi ile elde edilen klaritromisin ve/veya Alpinia

officinarum ekstrakti enkapsiile edilmis PCL nanopartikiillerinin enkapsiilasyon
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etkinligi materyal ve metot boltimiinde verilen formiile gére hesaplandi. Reaksiyon

verimleri tablo 4.2’de verildi.

Tablo 4.2 Polikaprolakton nanopartikiillerinin enkapsiilasyon etkinligi

Nanopartikiil Enkapsiilasyon Etkinligi
(%)

PCL-CLR 76

PCL-ALP 86,7

PCL-CLR-ALP CLR: 68 ALP:82

4.4.7 Farkh Formiilasyonlari Iiceren Polikaprolakton Nanopartikiillerinin

Salim Profilleri

PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinden klaritromisin ve bitkisel
ekstraktin salimini incelemek amaciyla Oncelikle Kklaritromisinin ve Alpinia
officinarum ekstraktinin konsantrasyona karsi absorbans verilerini iceren grafikleri
cizilerek kalibrasyon egrileri olusturuldu. Egri denklemlerinden yararlanilarak da
168 saat boyunca farkli zamanlarda alinan o6rneklerin absorbans degerlerine

karsilik salinan etken madde miktarlari belirlendi.
Klaritromisinin Farkli Konsantrasyonlarinin Kalibrasyon Egrisi

Polikaprolakton nanopartikiillerine kapsiillenen klaritromisin miktarini belirlemek
ve nanopartikiillerin salim profillerini olusturabilmek amaciyla farkh
konsantrasyonlarda PBS ile hazirlanan Kklaritromisinin 210 nm’de UV
spektrofotometrede absorbans degerleri okundu. Bu degerlere bagl olarak

kalibrasyon egrisi olusturuldu ve egri denklemi elde edildi (Sekil 4.30).
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Klaritromisin Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 4.30 Klaritromisinin kalibrasyon grafigi

Alpinia officinarum EKkstraktinin Farkli Konsantrasyonlarinin Kalibrasyon
Egrisi

Polikaprolakton nanopartikiillerine enkapstile edilen Alpinia officinarum ektrakti
miktarin1 belirlemek ve nanopartikiillerin salim profillerini olusturabilmek
amaciyla farkli konsantrasyonlarda PBS ile hazirlanan klaritromisinin 268 nm’de UV
spektrofotometrede absorbans degerleri okundu. Bu degerlere bagl olarak

kalibrasyon egrisi olusturuldu ve egri denklemi elde edildi (Sekil 4.31).

Alpinia officinarum Ekstrakti Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 4.31 Alpinia officinarum ekstraktinin Kalibrasyon egrisi
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Sentezlenen PCL nanopartikiillerinin in vitro salim c¢alismalar1 PBS tamponu
icerisinde pH 7.4’te calkalamali inkiibatérde (130 rpm) gercgeklestirildi. Farkl
formilasyonlar iceren PCL nanopartikiilleri 15 mg tartilarak 3 mL PBS igerisinde
salima birakildi. Partikiillerin salim1 168 saat boyunca belirli araliklarla 6rnek
alinarak devam ettirildi. Belirli araliklarla 1 mL 6rnek alinarak 14000 rpm’de 20
dakika santrifiij edildi, siipernatantlar biriktirildi ve UV-Vis spektrofotometre ile
Olciim alinarak partikiillerden salinan Kklaritromisin ve Alpinia officinarum’un

kiimiilatif ytizdeleri kalibrasyon egri denklemleri ile belirlendi.

Klaritromisin ytiklii PCL nanopartikiillerinden klaritromisinin salimi incelendiginde
birinci giiniin sonunda antibiyotigin %47,17’sinin saliminin gergeklestigi
gozlemlendi. 168. Saatin sonunda ise toplam kapsiile edilen Kklaritromisinin

%381,88’inin saliminin gergeklestigi belirlendi (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32 Klaritromisin enkapsiile PCL nanopartikiillerinin salim grafigi

Alpinia officinarum ekstrakti yiklii PCL nanopartikiillerinden ekstraktin salimi
incelendiginde birinci gliniin sonunda bitkisel ekstraktin %33,39’'unun saliminin
gerceklestigi belirlendi. 168. Saatin sonunda ise toplam kapsiile edilen ekstraktin

%71,83’linlin saliminin gergeklestigi belirlendi (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33 Alpinia officinarum enkapsiile PCL nanopartikiillerinin salim grafigi

Alpinia officinarum ekstrakti ve klaritromisin ytiiklii PCL nanopartikiillerinin in vitro
salimi incelendiginde birinci gliniin sonunda bitkisel ekstraktin %29,9'unun;
antibiyotigin ise %49,37’sinin saliminin gergeklestigi gozlemlendi. 168. Saatin
sonunda ise toplam kapsiile edilen bitkisel ekstraktin %88,01’inin; klaritromisinin

ise %94,64’tinlin saliminin gergeklestigi belirlendi (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34 Klaritromisin ve Alpinia officinarum enkapsiile PCL nanopartikiillerinin salim grafigi
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4.5 Klaritromisinin Alpinia officinarum Ekstraktinin ve Farkh
Formiilasyonlar1 Iceren Polikaprolakton Nanopartikiillerinin
Helicobacter pylori Uzerinde Antibakteriyel Etkinliklerinin

Belirlenmesi

PCL nanopartikillerinin anti-helicobacteriyel etkinligi incelenmeden 6nce
klaritromisin antibiyotiginin ve Alpinia officinarum bitkisel ekstraktinin serbest
hallerinin antibakteriyel etkinligi H. pylori izerinde incelendi. Antibiyotigin ve
ekstraktin MIK ve MBK degerlerine bagh olarak Kklaritromisin ve/veya bitkisel
ekstrakt yiikli PCL nanopartikillerinin incelenecegi konsantrasyon araliklari

belirlendi.

4.5.1 Klaritromisin ve Alpinia officinarum Ekstraktinin Minimum Inhibisyon

Konsantrasyonunun Sivi Makrodiliisyon Yontemi ile Analizi

Sivi makrodiliisyon yo6ntemi ile klaritromisin antibiyotiginin 128-2 pg/mL
konsantrasyon araliginda anti-helicobacteriyel etkinliginin incelenmesi sonucu
klaritromisinin minimum inhibisyon konsantrasyonu 64 pg/mL olarak belirlendi.

(Sekil 4.35)

Sekil 4.35 Klaritromisinin ATCC 700824 Helicobacter pylori iizerinde makrodiliisyon analizi

Sivi makrodiliisyon yontemi ile Alpinia officinarum ekstraktinin 512-2 pg/mL
konsantrasyon araliginda anti-helicobacteriyel etkinliginin incelenmesi sonucu ise
bitkisel ekstraktin minimum inhibisyon konsantrasyonu 512 pg/mL olarak

belirlendi. (Sekil 4.36)
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Sekil 4.36 Alpinia officinarum ekstraktinin ATCC 700824 Helicobacter pylori iizerinde
makrodiliisyon analizi

4.5.2 Klaritromisinin ve Alpinia officinarum Ekstraktinin Minimum

Bakterisidal Konsantrasyonunun Analizi

Antibiyotik i¢in 32 ug/mL ve 64 pg/mL; ekstrakticin 512 pg/mL, 256 pg/mL ve 128
pug/mL petrilere damlatilmasi sonucu minimum bakterisidal konsantrasyonu
klaritromisin i¢in 64 pg/mL ekstrakt icin 512 pg/mL olarak belirlendi. (Sekil 4.37)
Klaritromisin ve Alpinia officinarum ekstraktinin MiK ve MBK degerlerine bagh
olarak PCL nanopartikiillerinin 64 pg/mL ile 1024 pg/mL konsantrasyonlari

arasinda antibakteriyel etkilerinin incelenmesine karar verildi.

Sekil 4.37 Klaritromisin ve Alpinia officinarum ekstraktinin minimum bakterisidal
konsantrasyonunun analizi
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4.5.3 Farklhi Formiilasyonlari Iceren Polikaprolakton Nanopartikiillerinin

Antimikrobiyal Etkinliklerinin Tayini

4.5.3.1 Polikaprolakton Nanopartikiillerinin Sivi Makrodiliisyon Yontemi ile

Helicobacter pylori Uzerinde Antibakteriyel Etkinliklerinin Analizi

Sivi makrodiliisyon yontemi ile klaritromisinin MiK degerinin 64 pg/mL Alpinia
officinarum ekstraktinin MiK degerinin ise 512 pg/mL belirlenmesine bagh olarak
PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin antibakteriyel etkinliginin
64 pg/mL - 1024 ng/mL arasinda incelenmesine karar verildi. Sivi makrodiliisyon
yontemi sonucu elde edilen veriler sekil 4.38'de gosterilmektedir. Etkinligi
incelenen tiim nanopartikiil konsantrasyonlarinin H. pylori lizerinde antibakteriyel
etki gosterdigi belirlendi. PCL-CLR-ALP nanopartikiilerinin incelenen en diisiik
konsantrasyon hari¢ tim konsantrasyonlarda PCL-CLR ve PCL-ALP
nanopartikiillerine kiyasla bakterilerin iiremesini daha fazla inhibe ettigi
gozlemlendi. PCL-ALP nanopartikiillerinin ise incelenen tiim konsantrasyonlarda
PCL-CLR nanopartikiillerine kiyasla daha etkin anti-helicobacteriyel 06zellik
gosterdigi tespit edildi.
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Sekil 4.38 PCL-CLR PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin antibakteriyel analizi (siv1
makrodiliisyon yontemi)
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4.5.3.2 Polikaprolakton Nanopartikiillerinin Sivi Makrodiliisyon Yontemi ile
Helicobacter pylori Uzerinde Antibakteriyel Etkinliklerinin Gram Boyama ile

Gosterilmesi

Antibakteriyel etkinligi incelenen Kklaritromisin ve/veya Alpinia officinarum
ekstrakti ytiklii PCL nanopartikiillerin en yiiksek iki konsantrasyonundan ve kontrol
tipinden ornek alinarak gram boyama yapilarak 1sik mikroskobunda 100X
biiylitme altinda incelendi. Sekil 4.39’de PCL-CLR nanopartikiillerinin uygulandigi
H. pylori bakterilerine ait gram boyama sonuclar1 goriilmektedir (A:1024 pg/mlL,
B:512 pg/mL). Klaritromisin antibiyotigi enkapstile PCL-CLR nanopartikillerinin H.
pylori'nin filament formuna doénilismesine neden oldugu gozlemlendi. Artan
konsantrasyona bagh olarak filamentlesmenin arttifi ve bakterilerin bir araya
toplanarak filament boylarinin da uzamasina sebep oldugu belirlendi.

o

A

Sekil 4.39 PCL-CLR nanopartikiillerinin Helicobacter pylori tizerinde etkinligi (gram boyama 1s1k
mikroskobu goériintiisii, A:1024 pg/mL, B:512 pg/mL)
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Sekil 4.40’da PCL-ALP nanopartikiillerinin uygulandigi bakterilere ait gram boyama
sonuglar1 gorilmektedir (A:1024 pg/mL, B:512 pg/mL). Alpinia officinarum
ekstrakti enkapsiile PCL-ALP nanopartikiillerinin 1024 pg/mL konsantrasyonunun
H. pylori uzerinde oldukca bakterisidal oldugu ancak varligini stiirdiiren bakterilerin
ise kokoid formuna doniistiigli belirlendi. UV-Vis spektrofotometre ile de
belirlendigi gibi PCL-ALP nanopartikiillerinin artan konsantrasyonuna bagh olarak

bakteri sayisindaki azalma gram boyama sonuglarinda da gozlemlendi.
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Sekil 4.40 PCL-ALP nanopartikiillerinin Helicobacter pylori tizerinde etkinligi (gram boyama 151k
mikroskobu goriintiisii, A:1024 pg/mL, B:512 ug/mL)

Sekil 4.41’de PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin uygulandig1 bakterilere ait gram
boyama sonuglari goriilmektedir (A:1024 pg/mlL, B:512 ug/mL). Alpinia officinarum
ekstrakti ve Kklaritromisin enkapsiile PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin UV-Vis

spektrofotometre ile belirlendigi gibi artan konsantrasyona bagh olarak bakteri
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sayisindaki azalma gram boyama ile de dogrulandi. Her iki konsantrasyonda da
klaritromisinin ~ sebep  oldugu filamentlesme  gorilmektedir. PCL-CLR
nanopartikiillerinde oldugu gibi PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinde de artan
konsantrasyona bagli olarak filamentlerin uzunlugunun arttig1 belirlendi. Ayrica
PCL-CLR-ALP nanopartikillerinin 1024 pg/mL konsantrasyonunda Alpinia
officinarum ekstraktina bagl olarak kokoid olusumu ve klaritromisine baglh olarak

da filamentlesme gozlemlendi.
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Sekil 4.41 PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin Helicobacter pylori iizerinde etkinligi (gram boyama
151k mikroskobu goriintiisi, A:1024 pg/mL, B:512 pg/mL)

Sekil 4.42’de ise hi¢bir nanopartikiiler formiilasyon uygulanmamis sadece bakteri
ekimi yapilmis ve nanoformiilasyonlar ile ayni siire boyunca ve ayni sartlar altinda
inklibe edilmis kontrol grubundan alinan bakteri 6rneklerinin gram boyama

goruntiileri verilmistir. Spiral H. pylori formunda goriilen bakteriler nanopartikiil
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iceren formiilasyonlardan alinan bakteri 6rneklerinde goriilen filamentlesme ve

kokoid olusumunun ortam sartlarindan kaynaklanmadigini1 géstermektedir.

Sekil 4.42 H. pylori kontrol grubunun gram boyama 1s1k mikroskobu goriintiisi

4.5.3.3 Klaritromisinin Alpinia officinarumun ve Polikaprolakton
Nanopartikiillerinin Disk Difiizyon Yontemi ile Helicobacter pylori Uzerinde

Antibakteriyel Etkinliklerinin Analizi

Klaritromisinin, Alpinia officinarum ekstraktinin, PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-
CLR-ALP nanopartikiillerinin antibakteriyel etkinligi 64 pg/mL-1024 pg/mL
arasinda disk difiizyon yéntemi ile de incelendi. Incelenen her bir érnek icin tiim
konsantrasyonlarda bos PCL nanopartikiilleri hari¢ inhibisyon zonu olusumu tespit
edildi. Inhibisyon zon caplar Sekil 4.43’te karsilastirmali olarak verilmistir. 48 saat
inkiibasyonun ardindan Bos PCL nanopartikiillerinin inhibisyon zonu olusturmayip
PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinde zon ¢aplarinin varliginin
tespit edilmesi nanopartikiillerden etken maddelerin saliminin gerceklestigini

gostermektedir.
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Sekil 4.43 Klaritromisin Alpinia officinarum ekstrakti, PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP
nanopartikiillerinin antibakteriyel etkinligi (Disk difiizyon yontemi)

PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin PCL-CLR ve PCL-ALP nanopartikiillerine kiyasla
daha biiyiik zon ¢ap1 olusturdugu saptandi (Sekil 4.44).

Sekil 4.44 Klaritromisin Alpinia officinarum ekstrakti, PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP
nanopartikiillerinin olusturdugu inhibisyon zonlari
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4.6 Klaritromisin Alpinia officinarum Ekstraktinin ve Farkh
Formiilasyonlar iceren Polikaprolakton Nanopartikiillerinin

J774 ve AGS Hiicre hatlarinda Sitotoksisite Analizleri

Antibakteriyel etkinlikleri H. pylori lizerinde incelenen Kklaritromisin, Alpinia
officinarum ekstrakti, PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-ALP-CLR nanopartikiillerinin
sitotoksisite analizleri; viicuttaki saglikli hiicrelerle nanopartikiillerin etkilesimi
incelemek amaciyla j774 normal fare makrofaj hiicre hatti ve H. pylori
enfeksiyonunun da neden oldugu bilinen mide kanseriyle etkilesimini incelemek
icin ise ATCC CRL-1739 AGS insan mide Kkanseri hiicre hatt1 kullanilarak
gerceklestirildi.

4.6.1 ]774 Hiicre Hattinin Kiiltiirii ve Morfolojik Degerlendirilmesi

Yildiz Teknik Universitesi Kimya Metalurji Fakiiltesi Doku Miihendisligi ve Hiicre
Kiiltiri laboratuvarinda bulunan kriyobanktan c¢ikarilan J774 hiicrelerinin kiltiiri
%10 FBS iceren RPMI besiyerinde gerceklestirildi. Her 24 saatte bir hiicrelerin
morfolojisi ve proliferasyonu invert mikroskopta incelendi. Kiltir flaskinda
adheran olarak gelisen hiicrelerin kiiltliriiniin 7 giiniinden sonra flaskin tabanina
homojen yayillma gosterdigi parlak, canli oldugu ve normal proliferasyonunun
gerceklestigi belirlendi (Sekik 4.45).
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Sekil 4.45 |774 Hiicre Kiiltiiriiniin 7. Giin Morfolojik Goriintiisii (10X)
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4.6.2 Klaritromisinin Alpinia officinarum Ekstraktinin ve Farklh
Formiilasyonlari iceren Polikaprolakton Nanopartikiillerinin J774 Hiicre

Hattinda Toksisitelerinin Belirlenmesi

Klaritromisinin, Alpinia officinarum ekstraktinin, PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-
CLR-ALP nanopartikillerinin 32 pg/mL - 1024 pg/mL arasinda ] 774 makrofaj hiicre
hattinda 48 saat inkiibasyon siiresinin sonundaki sitotoksik etkileri incelendi. Sekil
4.46’da incelenen formiilasyonlarin farkli konsantrasyonlarinin sitotoksik etkileri
karsilastirmali olarak verilmistir. Incelenen tiim konsantrasyonlarda artan
konsantrasyona baglh olarak sitotoksik etkinin arttigi, klaritromisin ve ekstraktin
serbest hallerinin PCL nanopartikiillerine kapsiile hallerine kiyasla daha distlik
canlilik oranlarina sahip oldugu belirlendi. Buna bagh olarak; klaritromisinin,
Alpinia officinarum ekstraktinin, PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP
nanopartikillerinin ICso degerleri sirasiyla 383,18; 347,13; >1024; >1024; 679,86
ve >1024 pg/mL olarak belirlendi. Klaritromisin ve/veya Alpinia officinarum
ekstrakti kapsiile PCL nanopartikiilleri ve kapsiile edilmeyen serbest halleri
kiyaslandiginda ICso degerleri arasinda yaklasik >2-2,5 kat artis oldugu tespit edildi.
Bu durum antibiyotik ve bitki ekstraktinin PCL nanopartikiillerine

kapsiillenmesinin sitotoksik etkilerini azalttigin1 gostermektedir.
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Sekil 4.46 Klaritromisinin, Alpinia officinarum ekstraktinin, PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-CLR-
ALP nanopartikiillerinin 48 saat inkiibasyon sonunda J774 makrofaj hiicreleri iizerindeki sitotoksik
etkisi
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4.6.3 AGS Hiicre Hattinin Kiiltiirii ve Morfolojik Degerlendirilmesi

Yildiz Teknik Universitesi Kimya Metalurji Fakiiltesi Doku Miihendisligi ve Hiicre
Kultiri laboratuvarinda bulunan kriyobanktan g¢ikarilan AGS ATCC CRL-1739
hiicrelerinin kiiltiirii %10 FBS iceren DMEM F12 besiyerinde gergeklestirildi. Her 24
saatte bir hiicrelerin morfolojisi ve proliferasyonu invert mikroskopta incelendi.
Kiltiriin 4. glinlinde hiicrelerin kiltiir flaskinin tabaninda homojen yayilma
gostererek prolifere oldugu invert mikroskopta gozlemlendi. Sekil 4.47A’da da
gorildigi gibi hiicreler canli ve parlak goriiniime sahipti. Sekil 4.47B ise kiiltiiriin

tripsin ile kaldirilmasindan sonra invert mikroskopta (10X biiyiitme) goriintiistidir.

Sekil 4.47 AGS Hiicre Kiltiiriiniin Mikroskop Goriintiileri (10X Biiyiitme)

4.6.4 Klaritromisin Alpinia officinarum Ekstrakti ve Farkl1 Formiilasyonlari
iceren Polikaprolakton Nanopartikiillerinin AGS Hiicre Hatt1 Uzerinde

Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

Klaritromisinin, Alpinia officinarum ekstraktinin, PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-
CLR-ALP nanopartikillerinin 32 pg/mL - 1024 pg/mL konsantrasyonlari arasinda
mide kanseri hiicre hattinda (AGS) 48 saat inkiibasyon siiresinin sonundaki hiicre

canliligi incelendi.

Sekil 4.48’de incelenen formiilasyonlarin farkli konsantrasyonlarinin mide kanser
hiicrelerinin canliligina etkileri yiizde olarak karsilastirmali verilmistir. Buna bagh
olarak; klaritromisinin, Alpinia officinarum ekstraktinin, PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve
PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin 1Cso degerleri sirasiyla 482,01; 368,68; >1024;
822,42; 679,86 ve 65692 pupg/mL olarak belirlendi. incelenen tim
konsantrasyonlarda artan konsantrasyona bagl olarak canliliginin azaldig: tespit
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edildi. Antibiyotik ve bitki ekstraktinin PCL nanopartikiillerine kapsiillenmesinin
sitotoksik etkilerini azalttigini AGS hiicre hattinda da gorildi. MTT analizi
sonucunda Alpinia officinarum ekstraktinin 64 pg/mL’den itibaren artan
konsantrasyonlarinda, hiicre canhliginin %80’nin altinda oldugu belirlendi.
Incelenen en yiiksek konsantrasyon olan 1024 pg/mL’de ise AGS hiicrelerinin
cogalmasini 6nemli 6lgiide etkiledigi ve %11,2 canlilhik gorildigi tespit edildi.
Klaritromisin ve/veya Alpinia officinarum ekstrakti kapsiillenen PCL
nanopartikiilleri karsilastirildiginda ise hiicrelerin ¢ogalmasini en fazla ekstrakt

kapstile PCL nanopartikiillerinin engelledigi sonucuna varildi.

120

80
60 | ‘ ' I‘ | ‘ ‘ ‘
0 II | ‘I |

1024 pg/ml 512 pg/ml 256 pg/ml 128 pg/ml 64 pg/ml 32 pg/ml

g

SHiicre Canliligy

=
=

W
-4

konsantrasyon (ug/mL) ntibiyotik W Ekst PCL WPCLCIR  mPCLALP W PCLCLR-AS

Sekil 4.48 Klaritromisin, Alpinia officinarum ekstrakti, PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP
nanopartikiillerinin 48 saat inkiibasyon sonunda AGS hiicrelerinin canlilifina etkisi

Sekil 4.49’da PCL-CLR (A), PCL-ALP (B) ve PCL-CLR-ALP (C) nanopartikillerinin
AGS hiicreleri ile 48 saat inkiibasyonun ve 4 saat Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide tuzu ile muamele edilmesinin ardindan 1024 pg/mL konsantrasyonlarinda
olusan formazan kristallerinin mikroskop goriintiisii verilmistir. Nanopartikiil
formiilasyonlar1 kiyaslandiginda en fazla formazan kristal olusumu PCL-ALP
nanopartikiillerinde daha sonra sirasiyla PCL-CLR-ALP ve PCL-CLR
nanopartikillerinde goriildii. Formazan kristal olusumu hiicre canliligiyla iligkili

oldugundan mikroskop goriintiileri yiizde canlilik verileriyle de 6rtiismektedir.
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Sekil 4.49 PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin 1024 pg/mL
konsantrasyonlarinda olusan formazan kristallerinin mikroskop goriintiisii (40x)

Sekil 4.50’da Klaritromisinin (A), Alpinia officinarum ekstraktinin (B) ve PCL (C)
nanopartikiillerinin AGS hiicreleri ile 48 saat inkiibasyonun ve 4 saat Thiazolyl Blue
Tetrazolium Bromide tuzu ile muamele edilmesinin ardindan 1024 pg/mL
konsantrasyonlarinda olusan formazan Kristallerinin mikroskop gorintiisi
verilmistir. Antibiyotik ve/veya ekstrakt icermeyen bos PCL nanopartikiillerinde
gorilen formazan kristal olusumu PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP
nanopartikiillerine kiyasla olduke¢a fazlaydi. Bu durum klaritromisin ve ekstraktin
PCL nanopartikiillerinden saliminin gerceklestigini, hiicre ¢ogalmasini PCL
nanopartikiillerinin engellemedigini ve salimi gerceklesen etken maddelerin hiicre

canliligini azalttigini géstermektedir.

4

A

Sekil 4.50 Klaritromisinin, Alpinia officinarum ekstraktinin ve PCL nanopartikiillerinin 1024 pg/mL
Konsantrasyonlarinda Olusan Formazan Kristallerinin Mikroskop Goriintiisii (40x)

Sekil 4.51’de ise hi¢bir formiilasyon ile muamele edilmeden 48 saat boyunca inkiibe
edilen ve 4 saat Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide tuzu ile muamele edilen AGS

hiicrelerinde olusan formazan kristallerinin mikroskop goriintiisii verilmistir.
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Sekil 4.51 Kontrol grubunun formazan kristallerinin mikroskop goriintiisii (40x)
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5

SONUC VE ONERILER

Helicobacter pylori'nin en bliyiik rezervuari insan olmakla birlikte Diinya nlifusunun
yaklasik yarisinda enfeksiyon gelisimine neden olmaktadir [70]. H. pylori'nin
gorulme sikligl, cografi bolge, yas, 1rk, etnik koken ile iliskilidir. Sosyo-ekonomik
kosullara bagh olarak enfeksiyon genellikle ¢ocukluk ¢aginda ortaya ¢ikmakta,
gelismemis tilkelerde ve gelismekte olan tilkelerde gelismis tlilkelere kiyasla daha sik
gorilmektedir [66]. H. pylori, duodenal veya gastrik iilserler, mukozal atrofi, gastrik
karsinom ve gastrik lenfoma gibi gastroduodenal hastaliklara sebep olmaktadir.
Bunun yani sira bugiine kadar yapilan c¢alismalarda, Helicobacter pylori'nin;
norolojik, dermatolojik, hematolojik, okiiler, kardiyovaskiiler, metabolik ve alerjik
gibi bircok sindirim sistemi dis1 hastaliklarin patojenik mekanizmalarinda
potansiyel bir rol oynadig1 da gosterilmistir [4]. Bu nedenle H. pylori'nin midede
cogalip kolonize olmasinin engellenmesi, yani inhibisyonunun saglanmasi bakteri
ile direkt veya dolayl olarak iliskili hastaliklarin tedavisinde olduk¢a énemlidir. H.
pylori’nin mevcut tedavisi amoksisilin, klaritromisin, metronidazol ve levofloksasin
gibi antimikrobiyal ajanlarin ve proton pompas inhibitérleri gibi antisekretuar
ajanlarin kombinasyonuna dayanmaktadir. Ancak 06zellikle artan antibiyotik
direngliligi gibi nedenler Helicobacter pylori'nin ortadan kaldirilmasini oldukga
zorlastirmaktadir [160]. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda da oldugu gibi giiniimiizde
arastirmacilar antibiyotik direncliligini azaltacak veya ortadan kaldiracak alternatif
tedavi yaklasimlar tzerine ¢alismalar gerceklestirmektedir. Nanopartikiiller de
alternatif tedavi yaklasimlarinin gelistirilmesinde yararlanilan arastirma
alanlarindan birini olusturmaktadir. F. Lotfipour ve arkadaslar: tarafindan yapilan
bir calismada, Kklaritromisin yikli PLGA nanopartikiillerinin, serbest halde
uygulanmis klaritromisin antibiyotigine kiyasla hasta biyopsi érneklerinden izole
edilen H. pylori suslar i¢in daha diisiik MiK degerleri gosterdigi bildirilmistir [20].
Bu durum H. pylori eradikasyonunda gerekli olan klaritromisin miktarinin PLGA

nanopartikiillerine enkapsiilasyonu ile azaldigin1 gostermekle birlikte, antibiyotik
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direncliligiyle miicadele acisindan degerlendirildiginde umut vadetmektedir.
Nanopartikiillerin biyouyumluluk, biyobozunurluk, toksik 6zellik gostermeme ve
non-immiinojenik olma gibi insan viicuduna uygulamada o6nemli kolayliklar
saglayan avantajlar1 da bulunmaktadir. Ayrica, enfeksiyonun bulundugu boélgeye
hedeflendirilebilmeleri tedavideki yan etkilerin azalmasina katkida bulunmaktadir
[194]. Polikaprolakton polimeri de mikroorganizmalarin lipazlar1 ve esterazlari
tarafindan kolaylikla parcalanabilmesi, c¢esitli ilaglara karsi yiiksek gecirgenligi,
miilkemmel biyouyumlulugu sayesinde nanopartikiiler ila¢ tasici sistemlerin
gelistirilmesinde kullanilmaktadir [208]. Nanopartikiillere farmasotik ilaglarin yani
sira bitkisel ekstrakt, yag ve bitki sekonder metabolitleri de kapsiile
edilebilmektedir. Chiung-Hung Chang ve ark. berberin ekstrakti yiikli kitosan
nanopartikiilleri sentezleyerek simule edilmis bir gastrointestinal ortamda,
nanopartikiillerin H. pylori enfeksiyon bdlgesindeki hiicreler arasi bosluklar ile
etkilesime girdigini ve etkili berberin salimi gerceklestirerek H. pylori'nin
cogalmasini inhibe edici etki gosterdigini bildirmislerdir [211]. Berberin gibi bir¢ok
bitkisel bilesenin H. pylori liremesini ve midede kolonizasyonunu engelleyici etki
gosterdigi yapilan calismalarda gosterilmistir. Zencefilgiller familyasindan olan
Alpinia officinarum bitkisinin de yapilan bilimsel arastirmalarda anti-enflamatuar,
antioksidan, anti-emetik, antibakteriyel ve antikanserojen 6zelliklere sahip oldugu
bildirilmistir [24]. Alpinia officinarum’un ana karakteristik bilesenlerini
diarilheptanoidler olusturmaktadir. Haeng-Byung Lee ve ark. A. officinarum’dan
diarilheptanoid 5-hidroksi-7-(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1-fenil-3-heptanon
izolasyonunu  gerceklestirerek anti H. pylori aktivitesini incelemistir.
Diarilheptanoidin H. pylori ATCC 43504, ATCC 700392 ve ATCC 700824'e karsi
minimum inhibisyon konsantrasyonu sirasiyla 48, 24 ve 24 pg/mL olarak
belirlenmistir [25]. Ancak ¢alismamiza kadar literatiirde Alpinia officinarum
ekstraktinin anti-helicobacteriyel etkinliginin incelendigi bir calismaya rastlamadik.
Ayn1 zamanda Alpinia officinarumun polikaprolakton nanopartikiilleri icerisine tek
basina ya da herhangi bir antibiyotik ile enkapsiilasyonunu i¢eren de herhangi bir
calisma literatiirde mevcut degildi. Buna gére de bu tez calismasinin amacini; H.
pylorinin birinci basamak tedavisinde kullanilan antibiyotiklerden biri olan

klaritromisine karsi gelisen antibiyotik direngliligini azaltmak ve antibiyotigin
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tedavideki etkinligini arttirmak icin daha 6nce antibakteriyel etkinligi belirlenmis
Alpinia officinarum ekstrakti ile klaritromisinin tek basina ve kombinasyon halinde
polikaprolakton nanopartikiillerine enkapsiilasyonu gergeklestirilerek karakterize
edilmesi, antibakteriyel etkinliklerinin ATCC 700824 ticari H. pylori susu tizerinde
ve sitotoksik etkinliklerinin ise ]J774 makrofaj, ATCC CRL-1739 AGS mide kanser

hiicre hatlarinda in vitro olarak incelenmesi olusturmaktadir.
Tezin amag ve hedefine ulasmak i¢cin gerceklestirilen ¢alismalar asagida verilmistir.

I.  Alpinia officinarum metanolik  ekstraktinin elde edilmesi ve
karakterizasyonu,

II. Alpinia officinarum ekstrakti ve Kklaritromisin antibiyotiginin PCL
nanopartikiillerine enkapstlasyonunun gerceklestirilmesi,

[II. Polimerik nanopartikiillerin boyut, zeta potansiyel, Fourier doéniistimlii
kizilotesi spektroskopisi ve taramali elektron mikroskobu analizlerinin
gerceklestirilerek karakterize edilmesi,

[V.  Karakterize edilmis yiiklii polimerik nanopartikiillerin H. pylori lizerinde
disk diftizyon ve sivi mikrodiltisyon yontemleri ile antibakteriyel etkinliginin
incelenmesi,

V.  Karakterize edilmis ytiklii polimerik nanopartikiillerin j774 makrofaj ve AGS
mide kanser hiicre hatlarinda MTT yontemi ile ICso degerlerinin belirlenmesi.

Alpinia officinarum rizomlarindan izole edilen metanolik ekstraktin 1 gramindaki
gallik asit esdegeri [mg GAE (Gallik Asit Esdegeri) / g Alpinia officinarum ekstrakti]
fenolik madde miktar1 102,75 mg olarak hesaplandi. Jinsong Zhang ve ark. yaptigi
calismada ise metanolik Alpinia officinarum ekstraktinin gallik asit esdegeri fenolik
madde miktar1 98,64 + 1,35 mg GAE/g olarak belirlenmistir [212]. Buna bagli olarak
tez calismamizda elde ettigimiz ekstraktin fenolik madde miktar literatiirdeki
verilerle benzerlik gostermektedir. Ayrica Alpinia officinarum ekstraktinin UV
spektrumu alindiginda literatiirle benzer sekilde 268 nm ve 280 nm’de fenolik
madde varligin1 gosteren ve 358 nm’de flavonoidlerin varlhigin1 gosteren

absorpsiyon pikleri gorildi [213].

Karakterizasyonu gergeklestirilen Alpinia officinarum ekstrakti ve klaritromisin tek
basina veya birlikte kombinasyon halinde PCL nanopartikiillerinin igerisine ¢6ziicii
buharlastirma yoéntemi ile enkapsiile edildi. Enkapsiile edilen polimerik
nanopartikiillerin UV-Vis spektrofotometre, SEM, FTIR, Zeta-sizer kullanilarak

karakterizasyonu gerceklestirildi.
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Nanopartikiillerin boyutu, hiicreler ve bakteriler ile etkilesime girebilmesi icin
oldukc¢a 6nemlidir. Mukoza, oral yoldan gonderilen nanopartikiillerin tasinmasinda
bir bariyer gorevi goren yari gecirgen bir zardir. Partikiillerin mukus jeli icinden
difiizyonu, miisin lifleri arasindaki ag aralig1 boyutu ve parcaciklarin miisin liflerine
yapismasi nedeniyle engellenebilir [214]. H. pylori’nin mukozal tabakada kolonize
olmas1 sebebiyle etkili bir tedavi i¢in ila¢ tasiyici nanopartikiiler sistemlerin
mukozal bariyeri asabilmesi gerekmektedir. Etkili membran gecirgenligi icin uygun
partikil boyutunun 500 nm c¢apindan kiiciik olmasi gerekmektedir. Bununla
birlikte, 200 nm civarindaki nanopartikiiller 500 nm boyutlu nanopartikiillere
kiyasla mukozal membranlara daha fazla niifuz etme potansiyeline sahiptir. 500
nm’den daha biiyiik boyuta sahip partikiillerin mukus déngiisii yoluyla elimine
edilmesi beklenmektedir. Mukus ag araliklarindan daha kii¢iik ¢apa sahip
nanopartikiiller, mukus katmanlarina hizla niifuz ederek ila¢ molekiillerinin daha
uzun sire tutulmasini ve salim gercgeklestirmesini saglamaktadir [215].
Sentezledigimiz Bos PCL, klaritromisin enkapsiile PCL, Alpinia officinarum ekstrakti
enkapsiile PCL, Kklaritromisin ve Alpinia officinarum ekstrakti enkapsiile PCL
nanopartikiilerinin boyutlar: sirasiyla ortalama 208,5 nm; 216,5 nm; 213,7 nm ve
213,9 nm olarak 6l¢ildi ve mukozal bariyerlerden gecebilecek boyutlara sahip
olduklar1 tespit edildi. Bos PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP
nanopartikiilerinin ¢coklu dagilim indisi degerlerinin ortalamalari ise sirasiyla 0,076;
0,114; 0,066 ve 0,034 olarak saptandi. Coklu dagilim indekslerinin yaklasik 0,1 ve
daha kiiciik olmasi nanopartikiillerin boyutlarinin birbirine yakin ve monodispers
dagilima sahip oldugunu gostermektedir. Nanopartikiillerin homojen dagilimi ve

boyutlar1 SEM goriintiileri ile de dogrulandu.

Sentezlenen nanopartikiillerin zeta potansiyelleri bos PCL nanopartikiilleri i¢in -
24,9 mV; Klaritromisin enkapsiile PCL nanopartikilleri i¢in -16,6 mV; Alpinia
officinarum ekstrakt1 enkapsiile PCL nanopartikiilleri i¢in -18,8 mV ve klaritromisin
ve Alpinia officinarum ekstrakti enkapstile PCL nanopartikiileri i¢in -15,6 mV olarak
belirlendi. Negatif zeta potansiyel degerleri polikaprolaktonun negatif yiikli
olmasindan kaynaklanmaktadir. Literatiirde -15 ila -30 mV araligindaki zeta
potansiyel degerlerinin stabilize nanopartikiiller i¢in ideal oldugu bildirilmistir
[210].
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Bos PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP nanopartikilleri, klaritromisin
antibiyotigi ve Alpinia officinarum ekstrakti icin 4000 - 1200 cm! dalga boylar
arasinda FT-IR analizi gereklestirildi. Yapilan FT-IR analizi sonucunda klaritromisin
ve Alpinia  officinarum  ekstraktinin PCL  nanopartikilleri igerisine

enkapstulasyonunun gerceklestigi ve ylizey adsorbsiyonuna rastlanmadig gorildu.

Klaritromisinin FT-IR spektrumunda antibiyotige 6zgii CH2 fonksiyonel gruplarinin
gerilme titresimlerinin varhigindan kaynakli 1390-1200 cm-! ve lakton halkasi
icindeki keton grubundaki karbonil gerilme titresimlerini gésteren 1690-1680 cm-!
bantlarin PCL-CLR nanopartikiillerinin FT-IR spektrumunda gorilmemesi
klaritromisinin nanopartikiillerin icerisine basarili bir sekilde enkapstile oldugunu
gostermektedir. Ayni zamanda PCL nanopartikiillerine spesifik 2950-2940 cm-1 ve

1730-1720 cm-1 bantlarinin goriilmesi enkapstilasyonu dogrulamaktadir.

Alpinia officinarumun FT-IR spektrumunda ekstrakta 6zgii 1670-1600 cm-1 goriilen
bantlar aromatik halkalardaki C=C gerilme titresimlerini ve 1440-1395 cm-1 O-H
egilme titresimlerini temsil etmektedir. Bu bantlarinin PCL-ALP nanopartikillerinin
FTIR spektrumunda goriilmemesi bitkisel ekstraktin nanopartikiillerin icerisine
basarili bir sekilde enkapsiile oldugunu gostermektedir. Ayn1 zamanda PCL
nanopartikiillerine spesifik asimetrik CH2 gerilme titresimlerinden kaynaklanan
2950-2940 cm-1 ve karbonil gerilme titresimlerini gésteren 1730-1720 cm-1
bantlarinin  goriilmesi de  enkapsiilasyonun  basariyla  gerceklestigini

gostermektedir.

Alpinia officinarumun FTIR spektrumunda ekstrakta 6zgii 1670-1600 cm-1 ve 1440-
1395 cm-1 bantlarin PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin FT-IR spektrumunda
gorilmemesi bitkisel ekstraktin nanopartikiillerin icerisine basarili bir sekilde
enkapsiile oldugunu, ayni zamanda antibiyotige 6zgii 1390-1200 cm-1 ve 1690-
1680 cm-1 bantlarinin PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin FT-IR spektrumunda
gorilmemesi klaritromisinin nanopartikiillerin igerisine basarili bir sekilde
enkapstile oldugunu gostermektedir. Buna ek olarak, PCL nanopartikiillerine
spesifik  2950-2940 cm-1 ve 1730-1720 cm-1 bantlarinin goriilmesi

enkapstlasyonu dogrulamaktadir.
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Sentezlenen PCL nanopartikiillerinin in vitro salim ¢alismalar1 PBS tamponu
icerisinde pH 7.4'te 130 rpm hizinda ¢alkalamali inkiibatérde gerceklestirildi.
Nanopartikiillerin salimi 168 saat boyunca belirli saat araliklarinda 6l¢iim alinarak
gerceklestirilerek partikiillerden salinan klaritromisinin ve Alpinia officinarumun
kiimilatif yiizdeleri kalibrasyon egri denklemleri ile belirlendi. Salimin 24. saatinin
sonunda PCL-CLR nanopartikiillerinden klaritromisinin salimi %47,17’sinin; PCL-
ALP nanopartikiillerinden bitkisel ekstraktin %33,39’unun; PCL-CLR-ALP
nanopartikiillerinden  bitkisel ekstraktin = %29,9’unun; antibiyotigin ise
%49,37’sinin saliminin gergeklestigi belirlendi. Salimin 168. saatinin sonunda ise
PCL-CLR nanopartikiillerinden klaritromisinin 981,88’inin; PCL-ALP
nanopartikiillerinden bitkisel ekstraktin %71,83’liniin; PCL-CLR-ALP
nanopartikiillerinden bitkisel ekstraktin %88,01’inin; klaritromisinin ise
%94,64’iiniin saliminin gergeklestigi tespit edildi. Nanopartikillerden terapotik
bilesenlerin saliminin ilk 24 saat hizli bir sekilde siirdiigi 24. saatten itibaren ise

daha yavas bir salim profili gézlemlendi.

Klaritromisinin, Alpinia  officinarum  ekstraktinin ve  karakterizasyonu
gerceklestirilen PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin anti-
helicobacteriyel etkinligi ATCC 700824 ticari susu lzerinde sivi makrodiliisyon ve
disk diflizyon yontemleriyle incelendi. Sivi makrodiliisyon yoéntemi ile
klaritromisinin MIK degeri 64 pg/mL olarak belirlendi. Klaritromisin, H. pylori'ye
yonelik tedavide ilk tercih edilen antibiyotiklerden biridir ve MIK degerleri
genellikle 0,016-0,5 pg/mL arasinda rapor edilmektedir. Ancak, antibiyotik direnci
goriilen suslarda MiK degerleri 2 ug/mL ila 256 pg/mL arasinda tespit edilmistir
[216]. Calismamizda tek basina Kklaritromisin ve Kklaritromisin ytkli PCL
nanopartikiilleri uygulanan H. pylori kiiltiirlerinde filament olusumu goérildi.
Flamentlesmis H. pylori hiicrelerinin islevi hentliz belirlenememistir, ancak diger
bakterilerden farkli olarak filamentasyonun konakgi kolonizasyonuna katilmadigi
C57/BL6] fareleri tlzerinde yapilan c¢alismalarda belirtilmistir. H. pylori'nin
flamentasyonuyla go¢ etme ve kolonizasyon yeteneklerinin azaldigi da
gosterilmistir [44]. Bununla birlikte, flamentlerin antibiyotik direncinde de 6nemli
rolleri vardir. Bu tiir formlarin varlig1 amoksisilin antibiyotiginin MBK degerinde
(0,006 pg/mL’ye karsi 32 pg/mL) ciddi bir artisa yol agmaktadir. Bu nedenle bazi
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arastirmacilar tarafindan filamentasyonun, antibiyotigin H. pylori'ye yo6nelik
antibakteriyel etkisine kars1 bakterinin gelistirdigi koruyucu bir mekanizma oldugu
one siiriilmektedir [42]. Calismamizda da klaritromisinin MIK degerinin literatiire
kiyasla daha yiiksek olarak belirlenmesinin nedenini H. pylori hiicrelerinde

flamentlesmenin varligi olarak diisiinmekteyiz.

Alpinia officinarum ekstraktimn MIK degeri 512 pg/mL olarak belirlendi.
Literatiirde Alpinia officinarum ekstraktinin H. pylori iizerinde antibakteriyel
etkinligini belirlemeye yonelik herhangi bir ¢alismaya rastlamadik. Ancak, Bacillus
cereus (MIK: 250 pg/mL), Staphylococcus aureus (MIK: 31,25 pg/mL), Pseudomonas
auroginosa (MIK: 250 pg/mL), Escherichia coli (MiK:500 pg/mL) gibi bakteriler
lizerinde yapilan calismalarda Alpinia officinarum ekstraktinin antibakteriyel

etkinligi gosterilmistir [217].

Klaritromisin ve Alpinia officinarum ekstraktinin MIK degerlerine bagh olarak PCL-
CLR, PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin antibakteriyel etkinligi 64
ug/mL - 1024 pg/mL arasinda incelendi. Sivi makrodiliisyon ve disk difiizyon
yontemlerinin  her ikisinde de etkinligi incelenen tiim nanopartikiil
konsantrasyonlarinin H. pylori iizerinde antibakteriyel etki gosterdigi tespit edildi.
Klaritromisin ve Alpinia officinarum ekstrakti enkapsiile PCL-CLR-ALP
nanopartikiilerinin, incelenen en diisik konsantrasyon hari¢ tim
konsantrasyonlarda PCL-CLR ve PCL-ALP nanopartikiillerine kiyasla bakterilerin
liremesini daha fazla inhibe ettigi gozlemlendi. Incelenen en yiiksek konsantrasyon
olan 1024 pg/mlL’de PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin bakterilerin yaklasik
%385’ini inhibe ettigi belirlendi. 128 pg/mL konsantrasyondan itibaren tek basina
klaritromisin ve tek basina ekstrakt iceren nanopartikiillere kiyasla antibiyotik ve
ekstraktin ikili kombinasyonunu igeren PCL-CLR-ALP nanopartikiilleri daha etkin
antibakteriyel etki gosterdigi de tespit edildi.

Antibakteriyel etkinligi incelenen nanopartikiiler formiilasyonlarin en yiiksek iki
konsantrasyonundan (1024 pg/mL, 512 pg/mL) ve kontrol tiiptinden 6rnek alindi
ve gram boyama yapilarak 1s1k mikroskobunda 100X biiyiitme altinda incelendi.
PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin UV-Vis spektrofotometre

ile belirlenen artan konsantrasyona bagh olarak bakteri sayisindaki azalma, gram
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boyama ile de 151k mikroskobu goriintiileriyle dogrulandi. Klaritromisin antibiyotigi
enkapsiile PCL-CLR ve Klaritromisinle birlikte Alpinia officinarum ekstrakti
enkapsiile PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinde H. pylori bakterilerinde filamentlesme
gorildi. Ancak, Alpinia officinarum  ekstrakti  enkapsiile = PCL-ALP
nanopartikiillerinde ve kontrol grubunda filament formlu H. pylori tespit edilmedi.
Bu durum filamentlesmenin Kklaritromisin antibiyotiginden kaynaklandigini

kanitlamaktadir.

Disk difiizyon yontemiyle PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin PCL-CLR ve PCL-ALP
nanopartikiillerine kiyasla daha bilyilik zon ¢api olusturdugu belirlenerek sivi
makrodiliisyon yontemiyle elde edilen sonuclarla paralellik saptandi. Bos PCL
nanopartikiillerinin inhibisyon zonu olusumunun gériilmemesi, PCL-CLR, PCL-ALP
ve PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin tiim konsantrasyonlarinda zon g¢aplarinin
varligi1 nanopartikiillerden etken maddelerin saliminin gergeklestiginin kanitidir. Bu
durum, ayrica antibakteriyel etkinin PCL polimerinden kaynaklanmadigini da
gostermektedir. Incelenen en diigiik konsantrasyon olan 64 pg/mL, sivi
makrodiliisyon yéntemiyle klaritromisin icin MIK olarak belirlenmesine ragmen
antibiyotik ve/veya ekstrakt iceren PCL nanopartikiillerinin bu konsanstrasyonda
daha buyik inhibisyon zonu olusturdugu tespit edildi. Bu durum ise
nanopartikiillere kapsiillenen etken maddelerin saliminin yavas ve uzun siireli
olmasiyla agciklanabilir. PCL-ALP nanopartikilleri 1024 pg/mL hari¢ tim
konsantrasyonlarda PCL-CLR nanopartikiilleriyle ya ayni ya da daha biiytik zon ¢ap1
olusturdugu belirlendi. Klaritromisinin antibakteriyel etkinliginin daha duistk
olmasinin sebebi olarak gram boyama sonuglarinda da goriilen filamentlesmenin
varligl disiiniilmektedir. PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin PCL-CLR ve PCL-ALP
nanopartikiillerine kiyasla tiim konsantrasyonlarda daha fazla antibakteriyel etki
gostermesinin yani sira kombinasyonun, klaritromisinin tek basina olusturdugu

filamentlesmeyi azaltmis olmasi da gram boyama sonugclarinda gorilmektedir.

Polikaprolakton diisiik toksisite gostermesi nedeniyle biyolojik ¢alismalarda siklikla
tercih  edilmektedir. Literatiirde farkli yontemlerle sentezlenen PCL
nanopartikiillerinin, mikropartikiillerin ve fiberlerin makrofaj hiicre hatlari

uzerinde sitotoksisiteleri incelendigi ¢alismalar bulunmaktadir. Murillo ve ark.
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tarafindan hazirlanan PCL mikropartikiillerinin J774.2 hiicre hattina karsi hafif
toksik etki gosterdigi bildirilmistir [218]. Ayrica, Luong-Van ve ark., heparin iceren
PCL fiberlerinin fare RAW264.7 makrofaj hiicre hattinda herhangi bir enflamatuar
tepkiye neden olmadigin1 gostermislerdir [219]. Calismamizda sentezlenen
nanopartikiillerin ve kapsiile edilen etken maddelerin sitotoksisitesi ]774 makrofaj
hiicre hattinda 32 pg/mL - 1024 pg/mL konsantrasyonlari arasinda incelendi.
Klaritromisinin, Alpinia officinarum ekstraktinin, PCL, PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-
CLR-ALP nanopartikiillerinin IC50 degerleri sirasiyla 383,18; 347,13; >1024;
>1024; 679,86 ve >1024 pg/mL olarak belirlendi. H. Eidi ve ark. tez calismamizda
da kullandigimiz yontem olan ¢6ziicii buharlastirma yontemiyle bos PCL ve heparin
enkapsiile PCL nanopartikiilleri sentezlemis ve nanopartikiillerin toksisitelerini
NR8383 makrofaj hiicre hattinda 15 pg/mL ile 400 pg/mL konsantrasyonlari
arasinda incelemislerdir. Hem bos PCL hem de heparin ytkli PCL
nanopartikiillerinin IC50 degerlerinin 400 pg/mL’den yiiksek oldugu sonucunu
bildirmislerdir [220]. Bir baska calismada bos ve moksifloksasin yiikli PCL
nanopartikiillerinin cesitli konsantrasyonlarda ]774, THP1 ve RAW264.7 hiicre
hatlar1 lizerinde hiicre canliigl calismalar1 gergeklestirilmis ve incelenen tiim
konsantrasyonlarda hiicre canliliginin %96'indan fazlasina oldugu belirlenmistir
[221]. Buna bagh olarak, sentezledigimiz nanopartikiillerin sitotoksisiteleri
literatiirdeki calismalara uygun olarak makrofaj hiicrelerinde diisiik toksisite

gosterdigi sonucuna varildi.

Tedavide, ideal bir ila¢ uygulamasinda terapoétik bilesenin sadece hedef hiicre ve
dokularla ilgili belirli biyolojik reaksiyonlarda etkili olmasi, diger biyolojik olaylari
veya vicudun diger yapilarini etkilememesi ve toksik etki olusturmamasi
beklenmektedir. Farmasotik olarak kullanilan ilaglarin nanopartikiillere kapsiile
edilmeleri hedef dokuda ilag birikimini arttirmanin yani sira ¢evre dokulardaki
hiicreler iizerindeki toksisiteyi de azaltmaktadir. Calismamizda, klaritromisin
ve/veya Alpinia officinarum ekstrakti kapsiile PCL nanopartikiilleri ve kapsiile
edilmeyen serbest halleri kiyaslandiginda ] 774 makrofaj hiicrelerinin IC50 degerleri
arasinda yaklasik 22-2,5 kat artis oldugu tespit edildi. Makrofaj hiicrelerine serbest
halde uygulanan klaritromisinin IC50 degeri 383,18 ug/mL, Alpinia officinarum
ekstraktinin IC50 degeri ise 347,13 pg/mL iken Alpinia officinarum igeren PCL-ALP
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nanopartikiillerinin IC50 degeri 679,86, Kklaritromisin enkapsiile PCL-CLR,
Klaritromisin ile Alpinia officinarum ekstrakti yikli PCL-CLR-ALP ve bos PCL
nanopartikiillerinin IC50 degerlerinin ise 1024 pg/mL’den biiyiik oldugu belirlendi.
Bu durum, antibiyotik ve bitki ekstraktinin PCL nanopartikiillerine

kapsiillenmesinin sitotoksik etkilerini azalttigin1 gostermektedir.

Antibakteriyel testlerde Kklaritromisinin serbest halde kullanimi incelenen
konsantrasyonlarin ¢ogunda daha etkili gorilse de toksisite calismalarinda
incelenen tiim konsantrasyonlarda %80’nin altinda hiicre canlihigl tespit edildi.
Makrofaj hiicrelerinin MTT sonuglarinda klaritromisinin 1024 pg/mL
konsantrasyonunda yaklasik %20 hiicre canliligi gorildi. Buna karsilik,
klaritromisin iceren PCL-CLR ve PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin 1024 pg/mL
konsantrasyonlarinda hiicre canliliklari sirasiyla ~%70 ve ~%50 olarak belirlendi.
Alpinia officinarum ekstrakt1 klaritromisin gibi serbest halde uygulandiginda da
gliclii antibakteriyel etki gostermesine ragmen 1024 pg/mL konsantrasyonda
makrofaj hiicreleri iizerinde oldukca toksik etki gostererek yaklasik %5 hiicre
canliligr goriildii. Buna ragmen ayni konsantrasyonda PCL-ALP nanopartikiilleri
uygulanan makrofaj hiicrelerinin canlihig1 yaklasik %45 idi. Ayrica, incelenen en
diisiik konsantrasyon olan 64 pg/mlL’de ilag ve/veya ekstrakt enkapsiile PCL
nanopartikiilleri, serbest halde uygulanan klaritromisin ve Alpinia officinarum
ekstraktindan daha gii¢lii antibakteriyel etki gosterdi. Bu sonuclar klaritromisinin
ve ekstraktin PCL nanopartikiillerine enkapsiilasyonunun toksisitelerini oldukca

azalttigini ve tedavide uygulanabilirliklerini arttirdigini gostermektedir.

Gastrik adenokarsinom icin en gii¢lii risk faktoru olarak bilinen H. pylori, 1994
yilinda IARC ¢alisma grubu tarafindan tip I kanserojen olarak siniflandirilmistir. H.
pylori enfeksiyonuna sahip hastalarin %1-3'linde gastrik adenokarsinom gelistigi
bilinmektedir [81]. Bu nedenle, H. pylori enfeksiyonu ve gastrik adenokarsinom ayni
anda goriilmesi durumunda, sentezlenen nanopartikiillerin mide kanseri tizerindeki
etkinliklerini belirlemek amaciyla AGS (ATCC-CRL-1739) hiicre hattinda MTT
yontemiyle hiicre canlilig1 incelendi. Antikanserojen etkinligi bilinmesine ragmen,
Alpinia  officinarumun metanolik ekstraktinin mide kanser hiicrelerinin

proliferasyonuna etkisi tez ¢alismamiza kadar arastirilmamistir. Ancak, Alpinia
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galangalin sulu ekstraktinin antikanserojen etkinligi MTT yontemiyle AGS hiicre
hattinda incelenmis ve 48 saat inkiibasyonun ardindan ekstraktin 250 pg/mL’den
itibaren artan konsantrasyonlarda canliligi %80’nin altina dustirdiigi, 1000
pg/mL’de ise %60 hiicre canliligi belirlenmistir. Havlicanin mide kanser
hiicrelerinin bliyiimesini inhibe edebilecegi gosterilmistir. Calismamizda Alpinia
officinarumun metanolik ekstraktinin ICso degeri 368,68 pg/mL olarak belirlendi ve
ekstraktin anti-helicobacteriyel etkisinin yani sira antikanserojen etkinlige de sahip
oldugu gosterildi. Ayrica, Alpinia officinarum ekstrakti enkapstile PCL-ALP ve PCL-
CLR-ALP nanopartikiillerinin PCL-CLR nanopartikiillerine kiyasla AGS hiicreleri i¢in
daha diisiik ICso degerleri tespit edildi. Bu durumun Alpinia officinarumun

antikanserojen etkisinden kaynaklandig: dusiiniilmektedir.

PCL-CLR, PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin AGS hiicre hattinda 48 saat
inkiibasyonunun ardindan hiicrelerin ICso degerleri sirasiyla 822,42; 679,86 ve
656,92 pg/mL olarak belirlendi. Antibiyotik ve Alpinia officinarumun ekstraktinin
PCL nanopartikiillerine kapsiillenmesinin sitotoksik etkilerini azalttigin1 AGS hiicre
hattinda da tespit edildi. Ying Cong ve ark. klaritromisin yiiklii nanomisellerin AGS
hiicreleri ile 24 saat inkiibasyonun ardindan incelenen en yiiksek konsantrasyonda
bile hiicre canliliginin %92 oldugunu tespit etmislerdir. Literatiirle de benzer
sekilde tez calismamizda da klaritromisinin nanopartikiillere enkapsiile edilmesinin

antibiyotigin toksisitesini azaltig1 gosterildi.

J774 makrofaj hiicre hatti ile AGS mide kanser hiicre hattinin MTT sonuglari
karsilastirildiginda, klaritromisin ve/veya Alpinia officinarum ekstrakti yukli, PCL-
CLR, PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin ICso degerlerinin AGS hiicreleri
icin (sirasiyla 822,42; 679,86 ve 656,92 nug/mL) daha diisiik oldugu belirlendi.
Ayrica Alpinia officinarum ekstrakti incelenen tiim konsantrasyonlarda AGS
hiicrelerinin canhiligimi azaltti. Ancak yliksek konsantrasyonlarda ekstrakt tek
basina serbest halde uyguladiginda makrofaj hiicreleri tizerinde de olduk¢a toksik
etki gosterdi. Buna ragmen, PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin makrofaj
hiicreleri i¢in IC50 degerleri 1024 ug/mL’nin tizerindeydi.

Boylece, sentezlenen tiim nanopartikiiler formiilasyonlarin incelenen

konsantrasyonlarda biiyiik oranda toksik olmadig1 j774 makrofaj hiicre hattinda
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gosterildi. Sivi makrodiliisyon ve disk difiizyon yontemleriyle antibakteriyel etki
gosterdikleri tespit edildi. Ayrica, AGS kanser hattinda o6zellikle Alpinia
officinarumun ekstrakti yikli PCL nanopartikiillerinin antikanserojen etki
gosterdigi de belirlendi. H. pylori enfeksiyonu ile gastrik adenokarsinom goriilmesi
durumunda gelistirilen nanoformiilasyonlarin sadece H. pylori tedavisi i¢in degil
ayni zamanda kanser hiicrelerinin yok edilmesine de yardimci olacagl sonucuna

varildl.
Oneriler

1. Antibakteriyel etkinlikleri CagA ve VacA pozitif ticari bir sug olan ATCC 700824’te
incelenen Alpinia officinarum ve/veya klaritromisin ytiklii PCL nanopartikiillerinin,

farkli ticari ve hastadan izole H. pylori suslarina yonelik etkilerinin incelenmesi

2. H. pylori Uizerinde antibakteriyel etkinligi in vitro gosterilen PCL-CLR, PCL-ALP ve
PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin in vivo anti-helicobacteriyel etkinliginin

incelenmesi

3. Ozellikle PCL-ALP ve PCL-CLR-ALP nanopartikiillerinin AGS hiicre hattinda
antikanserojen etki gosterdigi belirlendi. Buna bagh olarak Alpinia officinarum
ekstraktinin farkl kanser ilaglari ile kombine edilerek mide kanserinin tedavisinde

etkinliginin incelenmesi

4. Alpinia officinarum ve Alpinia officinarum yukli PCL nanopartikiillerinin

antikanserojen etkinliginin in vivo incelenmesi

5. Klaritromisin antibiyotigi ile birlikte enkapsiile edildiginde antibiyotigin neden
oldugu filamentlesmeyi azalttig1 tespit edilen Alpinia officinarum ekstraktinin
Helicobacter pylori tedavisinde kullanilan farkli antibiyotiklerle birlikte

kombinasyonunun incelenmesi

126



KAYNAKCA

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

8]

[9]

[10]

[11]

[12]

J. G. Kusters, A. H. van Vliet, and E. ]. Kuipers, "Pathogenesis of Helicobacter
pylori infection," Clinical microbiology reviews, vol. 19, no. 3, pp. 449-490,
2006.

J. K. Hooi, W. Y. Lai, W. K. Ng, M. M. Suen, F. E. Underwood, D. Tanyingoh, P.
Malfertheiner, D. Y. Graham, V. W. Wong, and ]. C. Wu, "Global prevalence of
Helicobacter pylori infection: systematic review and meta-analysis,"
Gastroenterology, vol. 153, no. 2, pp. 420-429, 2017.

S. M. Dobbs, R. J. Dobbs, C. Weller, A. Charlett, A. Augustin, D. Taylor, M. A.
Ibrahim, and 1. Bjarnason, "Peripheral aetiopathogenic drivers and
mediators of Parkinson’s disease and co-morbidities: role of gastrointestinal
microbiota," Journal of neurovirology, vol. 22, no. 1, pp. 22-32, 2016.

A. G. Gravina, R. M. Zagari, C. De Musis, L. Romano, C. Loguercio, and M.
Romano, "Helicobacter pylori and extragastric diseases: a review," World
journal of gastroenterology, vol. 24, no. 29, p. 3204, 2018.

S. Suerbaum and P. Michetti, "Helicobacter pylori infection,”" New England
Journal of Medicine, vol. 347, no. 15, pp. 1175-1186, 2002.

A. Rizvanov, T. Haertlé, L. Bogomolnaya, and A. Talebi Bezmin Abadi,
"Helicobacter pylori and its antibiotic heteroresistance: a neglected issue in
published guidelines," Frontiers in microbiology, vol. 10, p. 1796, 2019.

K. McGovern, T. Blanchard, J. Gutierrez, S. Czinn, S. Krakowka, and P.
Youngman, "y-Glutamyltransferase is a Helicobacter pylori virulence factor
but is not essential for colonization," Infection and immunity, vol. 69, no. 6,
pp. 4168-4173, 2001.

J. C. Yang, C. W. Lu, and C. ]. Lin, "Treatment of Helicobacter pylori infection:
current status and future concepts,” (in eng), World ] Gastroenterol, vol. 20,
no. 18, pp. 5283-93, May 14 2014, doi: 10.3748/wjg.v20.i18.5283.

T. Safarov, B. Kiran, M. Bagirova, A. M. Allahverdiyev, and E. S. Abamor, "An
overview of nanotechnology-based treatment approaches against
Helicobacter pylori," Expert review of anti-infective therapy, vol. 17, no. 10,
pp- 829-840, 2019.

Y. Hu, Y. Zhu, and N.-H. Lu, "Novel and effective therapeutic regimens for
Helicobacter pylori in an era of increasing antibiotic resistance,” Frontiers in
cellular and infection microbiology, vol. 7, p. 168, 2017.

S. Y. Kim, D. J. Choi, and ].-W. Chung, "Antibiotic treatment for Helicobacter
pylori: Is the end coming?," World journal of gastrointestinal pharmacology
and therapeutics, vol. 6, no. 4, p. 183, 2015.

D. Pohl, P. M. Keller, V. Bordier, and K. Wagner, "Review of current diagnostic
methods and advances in Helicobacter pylori diagnostics in the era of next

127



[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

generation sequencing," World journal of gastroenterology, vol. 25, no. 32, p.
4629, 20109.

B. Kocazeybek and H. B. Tokman, "Prevalence of primary antimicrobial
resistance of H. pylori in Turkey: a systematic review," Helicobacter, vol. 21,
no. 4, pp. 251-260, 2016.

M. L. Hans and A. M. Lowman, "Biodegradable nanoparticles for drug delivery
and targeting,” Current Opinion in Solid State and Materials Science, vol. 6,
no. 4, pp. 319-327, 2002.

D. Chenthamara, S. Subramaniam, S. G. Ramakrishnan, S. Krishnaswamy, M.
M. Essa, F.-H. Lin, and M. W. Qoronfleh, "Therapeutic efficacy of nanoparticles
and routes of administration," Biomaterials Research, vol. 23, no. 1, pp. 1-29,
2019.

V. M. Gun’ko, "Polymer composites with functionalized silica," in Polymer
Composites with Functionalized Nanoparticles: Elsevier, 2019, pp. 119-148.

M. Sharma, "Transdermal and intravenous nano drug delivery systems:
present and future," in Applications of Targeted Nano Drugs and Delivery
Systems: Elsevier, 2019, pp. 499-550.

Y.-H. Lin, S.-C. Tsai, C.-H. Lai, C.-H. Lee, Z. S. He, and G.-C. Tseng, "Genipin-
cross-linked fucose-chitosan/heparin nanoparticles for the eradication of
Helicobacter pylori," Biomaterials, vol. 34, no. 18, pp. 4466-4479, 2013.

R. Umamaheshwari and N. Jain, "Receptor mediated targeting of lectin
conjugated gliadin nanoparticles in the treatment of Helicobacter pylori,"
Journal of drug targeting, vol. 11, no. 7, pp. 415-424, 2003.

F. Lotfipour, H. Valizadeh, M. Milani, N. Bahrami, and R. Ghotaslou, "Study of
antimicrobial effects of clarithromycin loaded PLGA nanoparticles against

clinical strains of Helicobacter pylori," Drug research, vol. 66, no. 01, pp. 41-
45, 2016.

G. Ayala, W. L. Escobedo-Hinojosa, C. F. de la Cruz-Herrera, and 1. Romero,
"Exploring alternative treatments for Helicobacter pylori infection," World
journal of gastroenterology: WJ]G, vol. 20, no. 6, p. 1450, 2014.

Y.-C. Wang, "Medicinal plant activity on Helicobacter pylori related diseases,"
World Journal of Gastroenterology: W]G, vol. 20, no. 30, p. 10368, 2014.

A. M. Basri, H. Taha, and N. Ahmad, "A review on the pharmacological
activities and phytochemicals of Alpinia officinarum (Galangal) extracts
derived from bioassay-guided fractionation and isolation," Pharmacognosy
Reviews, vol. 11, no. 21, p. 43, 2017.

P. Ding, L. Yang, C. Feng, and ].-c. Xian, "Research and application of Alpinia
officinarum in medicinal field," Chinese Herbal Medicines, vol. 11, no. 2, pp.
132-140, 2019.

H.-B. Lee, H.-K. Lee, ]J.-R. Kim, and Y.-J. Ahn, "Anti-Helicobacter pylori
diarylheptanoid identified in the rhizome of Alpinia officinarum," Journal of

128



[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]
[35]

[36]

[37]

[38]

the Korean Society for Applied Biological Chemistry, vol. 52, no. 4, pp. 367-
370, 2000.

F. Maixner, K. Thorell, L. Granehdll, B. Linz, Y. Moodley, T. Rattei, L. Engstrand,
and A. Zink, "Helicobacter pylori in ancient human remains," World journal of
gastroenterology, vol. 25, no. 42, p. 6289, 2019.

F. Maixner, B. Krause-Kyora, D. Turaev, A. Herbig, M. R. Hoopmann, ]J. L.
Hallows, U. Kusebauch, E. E. Vigl, P. Malfertheiner, and F. Megraud, "The
5300-year-old Helicobacter pylori genome of the Iceman," Science, vol. 351,
no. 6269, pp. 162-165, 2016.

J. Konturek, "Discovery by Jaworski of Helicobacter pylori," Journal of
physiology and pharmacology, vol. 54, no. S3, pp. 23-41, 2003.

B. J. Marshall, "One hundred years of discovery and rediscovery of
Helicobacter pylori and its association with peptic ulcer disease,” in
Helicobacter pylori: American Society of Microbiology, 2001, pp. 19-24.

J. Pajares and ]. Gisbert, "Helicobacter pylori: its discovery and relevance for
medicine," Revista Espanola de Enfermedades Digestivas, vol. 98, no. 10, p.
770, 2006.

B. Marshall, H. Royce, D. Annear, C. Goodwin, and ]. Pearman, "Original
isolation of Campylobacter pyloridis from human gastric mucosa," Microbios
Letters, vol. 25, no. 28, pp. 83-88, 1984.

C. Goodwin, "How Helicobacter pylori acquired its name, and how it
overcomes gastric defence mechanisms," Journal of gastroenterology and
hepatology, vol. 9, no. S1, pp. S1-S3, 1994.

P. M. Hellstroém, "Spotlight on gastroenterology-The Nobel Prize Laureates in
Physiology or Medicine 2005: John Robin Warren and Barry James Marshall,"
ed: Taylor & Francis, 2005.

J. Houghton, Helicobacter Species: Methods and Protocols. Springer, 2012.

M. Bagirova, A. Allahverdiyev, E. Abamor, H. Aliyeva, G. Unal, and T. Tanalp,
"An overview of challenges to eradication of Helicobacter pylori infection and
future prospects,” Eur Rev Med Pharmacol Sci, vol. 21, no. 9, pp. 2199-2219,
2017.

N. Azevedo, C. Almeida, L. Cerqueira, S. Dias, C. Keevil, and M. Vieira, "Coccoid
form of Helicobacter pylori as a morphological manifestation of cell
adaptation to the environment," Applied and Environmental Microbiology,
vol. 73, no. 10, pp. 3423-3427, 2007.

S. Kadkhodaei, F. Siavoshi, and K. Akbari Noghabi, "Mucoid and coccoid
Helicobacter pylori with fast growth and antibiotic resistance," Helicobacter,
vol. 25, no. 2, p. e12678, 2020.

W.-Y. Chan, P.-K. Hui, K.-M. Leung, J. Chow, F. Kwok, and C.-S. Ng, "Coccoid
forms of Helicobacter pylori in the human stomach," American journal of
clinical pathology, vol. 102, no. 4, pp. 503-507, 1994.

129



[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

P. Krzyzek and G. GoSciniak, "Oral Helicobacter pylori: Interactions with host
and microbial flora of the oral cavity," Dental and medical problems, vol. 55,
no. 1, pp. 75-82, 2018.

L. Cellini, N. Allocati, D. Angelucci, T. lezzi, E. D. Campli, L. Marzio, and B.
Dainelli, "Coccoid Helicobacter pylori not culturable in vitro reverts in mice,"
Microbiology and immunology, vol. 38, no. 11, pp. 843-850, 1994.

P. Krzyzek, M. M. Biernat, and G. GoSciniak, "Intensive formation of coccoid
forms as a feature strongly associated with highly pathogenic Helicobacter
pylori strains," Folia microbiologica, vol. 64, no. 3, pp. 273-281, 2019.

P. Krzyzek and G. GoSciniak, "Morphology of Helicobacter pylori as a result of
peptidoglycan and cytoskeleton rearrangements," Przeglad
gastroenterologiczny, vol. 13, no. 3, p. 182, 2018.

D. C. Yang, K. M. Blair, and N. R. Salama, "Staying in shape: the impact of cell
shape on bacterial survival in diverse environments," Microbiology and
Molecular Biology Reviews, vol. 80, no. 1, pp. 187-203, 2016.

C. Chaput, C. Ecobichon, N. Pouradier, J.-C. Rousselle, A. Namane, and 1. G.
Boneca, "Role of the N-acetylmuramoyl-l-alanyl amidase, AmiA, of
Helicobacter pylori in peptidoglycan metabolism, daughter cell separation,
and virulence," Microbial Drug Resistance, vol. 22, no. 6, pp. 477-486, 2016.

H. Gu, "Role of Flagella in the Pathogenesis of Helicobacter pylori," Current
microbiology, vol. 74, no. 7, pp. 863-869, 2017.

B. Ho and S. Vijayakumari, "A simple and efficient continuous culture system
for Helicobacter pylori," Microbios, vol. 76, no. 306, pp. 59-66, 1993.

L. P. Andersen, "Colonization and infection by Helicobacter pylori in humans,"
Helicobacter, vol. 12, pp. 12-15, 2007.

V. Camilo, T. Sugiyama, and E. Touati, "Pathogenesis of Helicobacter pylori
infection," Helicobacter, vol. 22, p. e12405, 2017.

L. K. Sycuro, T. ]. Wyckoff, ]. Biboy, P. Born, Z. Pincus, W. Vollmer, and N. R.
Salama, "Multiple peptidoglycan modification networks modulate
Helicobacter pylori's cell shape, motility, and colonization potential,” PLoS
Pathog, vol. 8, no. 3, p. e1002603, 2012.

Y. Matsuo, Y. Kido, and Y. Yamaoka, "Helicobacter pylori outer membrane
protein-related pathogenesis," Toxins, vol. 9, no. 3, p. 101, 2017.

D.Sgouras, N. Tegtmeyer, and S. Wessler, "Activity and functional importance
of Helicobacter pylori virulence factors," Helicobacter pylori in Human
Diseases: Advances in Microbiology, Infectious Diseases and Public Health
Volume 11, pp. 35-56, 2019.

S. Nejati, A. Karkhah, H. Darvish, M. Validi, S. Ebrahimpour, and H. R. Nouri,
"Influence of Helicobacter pylori virulence factors CagA and VacA on
pathogenesis of gastrointestinal disorders," Microbial pathogenesis, vol. 117,
pp. 43-48, 2018.

130



[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]
[64]

[65]

[66]

Y. Yamaoka, "Mechanisms of disease: Helicobacter pylori virulence factors,"
Nature reviews Gastroenterology & hepatology, vol. 7, no. 11, p. 629, 2010.

V. Ricci, M. Giannouli, M. Romano, and R. Zarrilli, "Helicobacter pylori gamma-
glutamyl transpeptidase and its pathogenic role,” World journal of
gastroenterology: WJG, vol. 20, no. 3, p. 630, 2014.

C. Schmees, C. Prinz, T. Treptau, R. Rad, L. Hengst, P. Voland, S. Bauer, L.
Brenner, R. M. Schmid, and M. Gerhard, "Inhibition of T-cell proliferation by
Helicobacter pylori y-glutamyl transpeptidase,” Gastroenterology, vol. 132,
no. 5, pp. 1820-1833, 2007.

C. Wunder, Y. Churin, F. Winau, D. Warnecke, M. Vieth, B. Lindner, U.
Zahringer, H.-J. Mollenkopf, E. Heinz, and T. F. Meyer, "Cholesterol
glucosylation promotes immune evasion by Helicobacter pylori,” Nature
medicine, vol. 12, no. 9, pp. 1030-1038, 2006.

S. Backert, M. Neddermann, G. Maubach, and M. Naumann, "Pathogenesis of
Helicobacter pylori infection,” (in eng), Helicobacter, vol. 21 Suppl 1, pp. 19-
25,Sep 2016, doi: 10.1111/hel.12335.

U. Zarzecka, A. Harrer, A. Zawilak-Pawlik, J. Skorko-Glonek, and S. Backert,
"Chaperone activity of serine protease HtrA of Helicobacter pylori as a crucial
survival factor under stress conditions," Cell Communication and Signaling,
vol. 17, no. 1, pp. 1-18, 20109.

R. N. Ndip, W. G. MacKay, M. ]. Farthing, and L. T. Weaver, "Culturing
Helicobacter pylori from clinical specimens: review of microbiologic
methods," Journal of pediatric gastroenterology and nutrition, vol. 36, no. 5,
pp. 616-622,2003.

F. Mégraud and P. Lehours, "Helicobacter pylori detection and antimicrobial
susceptibility testing," Clinical microbiology reviews, vol. 20, no. 2, pp. 280-
322,2007.

S. Bury-Moné, N. O. Kaakoush, C. Asencio, F. Mégraud, M. Thibonnier, H. De
Reuse, and G. L. Mendz, "Is Helicobacter pylori a true microaerophile?,”
Helicobacter, vol. 11, no. 4, pp. 296-303, 2006.

R. H. Hunt and G. Tytgat, Helicobacter pylori: basic mechanisms to clinical cure.
Springer Science & Business Media, 2012.

S. Backert and Y. Yamaoka, Helicobacter pylori Research. Springer, 2016.

S. Han, R. Flamm, C. Hachem, H. Kim, |. Clarridge, D. Evans, ]. Beyer, ]. Drnec,
and D. Graham, "Transport and storage ofHelicobacter pylori from gastric
mucosal biopsies and clinical isolates,” European Journal of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases, vol. 14, no. 4, pp. 349-352, 1995.

L. M. Brown, "Helicobacter pylori: epidemiology and routes of transmission,"
Epidemiologic reviews, vol. 22, no. 2, pp. 283-297, 2000.

M. Okuda, Y. Lin, and S. Kikuchi, "Helicobacter pylori infection in children and
adolescents," Helicobacter pylori in Human Diseases: Advances in

131



[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

Microbiology, Infectious Diseases and Public Health Volume 11, pp. 107-120,
2019.

B. Zabala Torrres, Y. Lucero, A. ]. Lagomarcino, A. Orellana-Manzano, S.
George, . P. Torres, and M. O'Ryan, "Prevalence and dynamics of Helicobacter
pylori infection during childhood," Helicobacter, vol. 22, no. 5, p. 12399,
2017.

K. Stefano, M. Marco, G. Federica, B. Laura, B. Barbara, and L. Gioacchino,
"Helicobacter pylori, transmission routes and recurrence of infection: state of
the art," Acta Bio Medica: Atenei Parmensis, vol. 89, no. Suppl 8, p. 72, 2018.

[. Mladenova and M. Durazzo, "Transmission of Helicobacter pylori," Minerva
gastroenterologica e dietologica, vol. 64, no. 3, pp. 251-254, 2018.

L. M. Brown, "Helicobacter pylori: epidemiology and routes of transmission,"
(in eng), Epidemiol Rev, vol. 22, no. 2, pp. 283-97, 2000, doi:
10.1093/oxfordjournals.epirev.a018040.

M. Zamani, A. Vahedi, Z. Maghdouri, and ]. Shokri-Shirvani, "Role of food in
environmental transmission of Helicobacter pylori," Caspian journal of
internal medicine, vol. 8, no. 3, p. 146, 2017.

Z. 7. Nurgalieva, M. E. Conner, A. R. Opekun, C. Q. Zheng, S. N. Elliott, P. B.
Ernst, M. Osato, M. K. Estes, and D. Y. Graham, "B-cell and T-cell immune
responses to experimental Helicobacter pylori infection in humans," Infection
and immunity, vol. 73, no. 5, pp. 2999-3006, 2005.

G. Sobala, ]. Crabtree, M. Dixon, C. Schorah, . Taylor, B. Rathbone, R. Heatley,
and A. Axon, "Acute Helicobacter pylori infection: clinical features, local and
systemic immune response, gastric mucosal histology, and gastric juice
ascorbic acid concentrations," Gut, vol. 32, no. 11, pp. 1415-1418, 1991.

J. G. K. JG, A. van Vliet, and E. Kuipers, "Pathogenesis of Helicobacter pylori
infection," Clinical microbiology reviews, vol. 19, no. 3, pp. 449-490, 2006.

J. Watari, N. Chen, P. S. Amenta, H. Fukui, T. Oshima, T. Tomita, H. Miwa, K.-].
Lim, and K. M. Das, "Helicobacter pylori associated chronic gastritis, clinical
syndromes, precancerous lesions, and pathogenesis of gastric cancer
development,” World Journal of Gastroenterology: W]G, vol. 20, no. 18, p.
5461, 2014.

E.Sverdén, L. Agréus, . M. Dunn, and |. Lagergren, "Peptic ulcer disease," Bmj,
vol. 367, p. 15495, 2019.

A. Lanas and F. K. Chan, "Peptic ulcer disease," The Lancet, vol. 390, no.
10094, pp. 613-624, 2017.

D.Y. Graham, "History of Helicobacter pylori, duodenal ulcer, gastric ulcer and
gastric cancer," (in eng), World ] Gastroenterol, vol. 20, no. 18, pp. 5191-204,
May 14 2014, doi: 10.3748/wjg.v20.i18.5191.

E.]. Kuipers, ]. C. Thijs, and H. P. Festen, "The prevalence of Helicobacter pylori
in peptic ulcer disease," (in eng), Aliment Pharmacol Ther, vol. 9 Suppl 2, pp.
59-69, 1995.

132



[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

[91]

[92]

S. Diaconu, A. Predescu, A. Moldoveanu, C. Pop, and C. Fierbinteanu-
Braticevici, "Helicobacter pylori infection: old and new," Journal of medicine
and life, vol. 10, no. 2, p. 112, 2017.

X.-Y.Zhang, P.-Y. Zhang, and M. A. Aboul-Soud, "From inflammation to gastric
cancer: Role of Helicobacter pylori," Oncology letters, vol. 13, no. 2, pp. 543-
548, 2017.

"Schistosomes, liver flukes and Helicobacter pylori. IARC Working Group on
the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans. Lyon, 7-14 June 1994," (in
eng), IARC monographs on the evaluation of carcinogenic risks to humans,
vol. 61, pp. 1-241, 1994.

P. Correa and M. B. Piazuelo, "Helicobacter pylori infection and gastric
adenocarcinoma,” US gastroenterology & hepatology review, vol. 7, no. 1, p.
59, 2011.

M. DEMIRAY and O. MANAVOGLU, "Helicobacter pylori ve gastrik
karsinogenez," Uludag Universitesi Tip Faktltesi Dergisi, vol. 29, no. 2, pp.
29-33, 2003.

R. M. Peek and L. E. Wroblewski, "Helicobacter pylori Infection and Gastric
Cancer," in Helicobacter pylori Research: Springer, 2016, pp. 403-421.

D. B. Polkand R. M. Peek, Jr., "Helicobacter pylori: gastric cancer and beyond,"
(in eng), Nature reviews. Cancer, vol. 10, no. 6, pp. 403-14, Jun 2010, doi:
10.1038/nrc2857.

T.Y.Jo, T. Y. Jeon, K. H. Chae, D. H. Kim, M. S. Sim, D. Y. Park, and K. S. Suh,
"RImmunohistochemical evaluation of E-cadherin/catenin (alpha-, beta-,
gamma-catenin and p120CTN) complex expression in early gastric cancer,"
Cancer Research and Treatment, vol. 35, no. 1, pp. 16-24, 2003.

M. Hatakeyama, "Malignant Helicobacter pylori-associated diseases: Gastric
cancer and MALT lymphoma," Helicobacter pylori in Human Diseases:
Advances in Microbiology, Infectious Diseases and Public Health Volume 11,
pp. 135-149, 2019.

M. Plummer, C. de Martel, ]. Vignat, . Ferlay, F. Bray, and S. Franceschi,
"Global burden of cancers attributable to infections in 2012: a synthetic
analysis," The Lancet Global Health, vol. 4, no. 9, pp. e609-e616, 2016.

A. Zullo, C. Hassan, L. Ridola, A. Repici, R. Manta, and A. Andriani, "Gastric
MALT lymphoma: old and new insights," Annals of Gastroenterology, vol. 27,
no. 1, p.27,2014.

E. Arranz, A. Pena, and D. Bernardo, "Mediators of inflammation and immune
responses in the human gastrointestinal tract," ed: Hindawi, 2013.

W. C. Lin, H. F. Tsai, S. H. Kuo, M. S. Wu, C. W. Lin, P. L. Hsu, A. L. Cheng, and P.
N. Hsu, "Translocation of Helicobacter pylori CagA into Human B
lymphocytes, the origin of mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma,"
(in eng), Cancer research, vol. 70, no. 14, pp. 5740-8, Jul 15 2010, doi:
10.1158/0008-5472.can-09-4690.

133



[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

D. R. Mitchell, "Environmental factors relevant to the rising incidence of
gastro-oesophageal reflux disease," University of Glasgow, 2018.

0. Yucel, "Interactions between Helicobacter pylori and gastroesophageal
reflux disease," Esophagus, vol. 16, no. 1, pp. 52-62, 2019.

P. Enck, F. Azpiroz, G. Boeckxstaens, S. Elsenbruch, C. Feinle-Bisset, G.
Holtmann, J. M. Lackner, J. Ronkainen, M. Schemann, and A. Stengel,
"Functional dyspepsia,” Nature Reviews Disease Primers, vol. 3, no. 1, pp. 1-
20, 2017.

H. Suzuki and P. Moayyedi, "Helicobacter pylori infection in functional
dyspepsia,” Nature reviews Gastroenterology & hepatology, vol. 10, no. 3, pp.
168-174, 2013.

L. Alvarez-Arellano and C. Maldonado-Bernal, "Helicobacter pylori and
neurological diseases: Married by the laws of inflammation,” World journal
of gastrointestinal pathophysiology, vol. 5, no. 4, p. 400, 2014.

W.-S. Huang, T.-Y. Yang, W.-C. Shen, C.-L. Lin, M.-C. Lin, and C.-H. Kao,
"Association between Helicobacter pylori infection and dementia," Journal of
Clinical Neuroscience, vol. 21, no. 8, pp. 1355-1358, 2014.

C. Roubaud Baudron, L. Letenneur, A. Langlais, A. Buissonniére, F. Mégraud,
J. F. Dartigues, N. Salles, and P. A. Q. Study, "Does Helicobacter pylori infection
increase incidence of dementia? The Personnes Agees QUID Study," Journal
of the American Geriatrics Society, vol. 61, no. 1, pp. 74-78, 2013.

G. Efthymiou, E. Dardiotis, C. Liaskos, E. Marou, V. Tsimourtou, E. L
Rigopoulou, T. Scheper, A. Daponte, W. Meyer, and L. I. Sakkas, "Immune
responses against Helicobacter pylori-specific antigens differentiate
relapsing remitting from secondary progressive multiple sclerosis,"
Scientific reports, vol. 7, no. 1, pp. 1-10, 2017.

H.-K. Huang, ]J.-H. Wang, W.-Y. Lei, C.-L. Chen, C.-Y. Chang, and L.-S. Liou,
"Helicobacter pylori infection is associated with an increased risk of
Parkinson's disease: a population-based retrospective cohort study,”
Parkinsonism & related disorders, vol. 47, pp. 26-31, 2018.

S. F. Ameriso, E. A. Fridman, R. C. Leiguarda, and G. E. Sevlever, "Detection of
Helicobacter pylori in human carotid atherosclerotic plaques,” (in eng),
Stroke, vol. 32, no. 2, pp. 385-91, Feb 2001, doi: 10.1161/01.str.32.2.385.

N. Tabata, S. Hokimoto, T. Akasaka, D. Sueta, Y. Arima, K. Sakamoto, E.
Yamamoto, Y. [zumiya, M. Yamamuro, and K. Tsujita, "Helicobacter pylori-
seropositivity along with pro-inflammatory interleukin-1 polymorphisms
correlated with myocardial infarction," Clinical Trials and Regulatory Science
in Cardiology, vol. 17, pp. 9-14, 2016.

A.Zendehdel and M. Roham, "Biological evidence of the relationship between
Helicobacter pylori and associated extragastric diseases," Journal of cellular
biochemistry, vol. 120, no. 8, pp. 12128-12140, 2019.

134



[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

Y. Chen and M. ]. Blaser, "Association between gastric Helicobacter pylori
colonization and glycated hemoglobin levels," Journal of Infectious Diseases,
vol. 205, no. 8, pp. 1195-1202, 2012.

M. Kato, A. Toda, R. Yamamoto-Honda, Y. Arase, and H. Sone, "Association
between Helicobacter pylori infection, eradication and diabetes mellitus,”
Journal of diabetes investigation, vol. 10, no. 5, pp. 1341-1346, 2019.

Y. A. M. Vanegas and P. Vishnu, "Management of Helicobacter pylori in
patients with immune thrombocytopenia,” Hamostaseologie, vol. 39, no. 03,
pp. 279-283, 20109.

M. Konno, S. Muraoka, M. Takahashi, and T. Imai, "Iron-deficiency anemia
associated with Helicobacter pylori gastritis," (in eng), ] Pediatr Gastroenterol
Nutr, vol. 31, no. 1, pp. 52-6, Jul 2000, doi: 10.1097/00005176-200007000-
00012.

C. Hershko and C. Camaschella, "How I treat unexplained refractory iron
deficiency anemia,” (in eng), Blood, vol. 123, no. 3, pp. 326-33, Jan 16 2014,
doi: 10.1182 /blood-2013-10-512624.

N. Figura, F. Franceschi, A. Santucci, G. Bernardini, G. Gasbarrini, and A.
Gasbarrini, "Extragastric manifestations of Helicobacter pylori infection,"
Helicobacter, vol. 15, pp. 60-68, 2010.

X. Ma, R. A. Reich, ]. A. Wright, H. R. Tooker, L. D. Teeter, J]. M. Musser, and E.
A. Graviss, "Association between interleukin-8 gene alleles and human
susceptibility to tuberculosis disease," (in eng), ] Infect Dis, vol. 188, no. 3, pp.
349-55, Aug 1 2003, doi: 10.1086/376559.

A. Gravina, A. Federico, E. Ruocco, A. Lo Schiavo, M. Masarone, C. Tuccillo, F.
Peccerillo, A. Miranda, L. Romano, and C. De Sio, "Helicobacter pylori infection
but not small intestinal bacterial overgrowth may play a pathogenic role in
rosacea," United European gastroenterology journal, vol. 3, no. 1, pp. 17-24,
2015.

E. Garza-Gonzalez, G. I. Perez-Perez, H. ]. Maldonado-Garza, and F. J. Bosques-
Padilla, "A review of Helicobacter pylori diagnosis, treatment, and methods to
detect eradication,” World journal of gastroenterology: W]G, vol. 20, no. 6, p.
1438, 2014.

Y.-K. Wang, F.-C. Kuo, C.-]. Liu, M.-C. Wu, H.-Y. Shih, S. S. Wang, ].-Y. Wu, C.-H.
Kuo, Y.-K. Huang, and D.-C. Wu, "Diagnosis of Helicobacter pylori infection:
Current options and developments,” World Journal of Gastroenterology:
WIG, vol. 21, no. 40, p. 11221, 2015.

S. Kazemi, H. Tavakkoli, M. R. Habizadeh, and M. H. Emami, "Diagnostic values
of Helicobacter pylori diagnostic tests: stool antigen test, urea breath test,
rapid urease test, serology and histology," Journal of research in medical
sciences: the official journal of Isfahan University of Medical Sciences, vol. 16,
no. 9, p. 1097, 2011.

135



[116]

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

S. K. Patel, C. B. Pratap, A. K. Jain, A. K. Gulati, and G. Nath, "Diagnosis of
Helicobacter pylori: what should be the gold standard?," World journal of
gastroenterology: WJG, vol. 20, no. 36, p. 12847, 2014.

H. M. El-Zimaity and D. Y. Graham, "Evaluation of gastric mucosal biopsy site
and number for identification of Helicobacter pylori or intestinal metaplasia:
role of the Sydney System," (in eng), Human pathology, vol. 30, no. 1, pp. 72-
7,Jan 1999, doi: 10.1016/s0046-8177(99)90303-9.

J. Y. Lee and N. Kim, "Diagnosis of Helicobacter pylori by invasive test:
histology," Annals of translational medicine, vol. 3, no. 1, 2015.

L. Laine, D. N. Lewin, W. Naritoku, and H. Cohen, "Prospective comparison of
H&E, Giemsa, and Genta stains for the diagnosis of Helicobacter pylori," (in
eng), Gastrointest Endosc, vol. 45, no. 6, pp. 463-7, Jun 1997, doi:
10.1016/s0016-5107(97)70174-3.

H. Riissmann, V. A. Kempf, S. Koletzko, ]. Heesemann, and I. B. Autenrieth,
"Comparison of fluorescent in situ hybridization and conventional culturing
for detection of Helicobacter pylori in gastric biopsy specimens," (in eng), ]
Clin Microbiol, vol. 39, no. 1, pp. 304-8, Jan 2001, doi: 10.1128/jcm.39.1.304-
308.2001.

A. Sudraba, I. Daugule, D. Rudzite, K. Funka, I. Tolmanis, L. Engstrand, D.
Janciauskas, L. Jonaitis, G. Kiudelis, and L. Kupcinskas, "Performance of
routine Helicobacter pylori tests in patients with atrophic gastritis,” Journal
of Gastrointestinal & Liver Diseases, vol. 20, no. 4, 2011.

G. L. Perez-Perez, "Accurate diagnosis of Helicobacter pylori: Culture,
including transport," Gastroenterology clinics of North America, vol. 29, no.
4, pp. 879-884, 2000.

P. Malfertheiner, F. Megraud, C. A. 0'Morain, ]. Atherton, A. T. Axon, F. Bazzoli,
G. F. Gensini, J. P. Gisbert, D. Y. Graham, and T. Rokkas, "Management of
Helicobacter pylori infection—the Maastricht IV /Florence consensus report,”
Gut, vol. 61, no. 5, pp. 646-664, 2012.

A. M. Allahverdiyev, M. Bagirova, R. Caliskan, H. B. Tokman, H. Aliyeva, G.
Unal, O. N. Oztel, E. S. Abamor, H. Toptas, and P. Yuksel, "Isolation and
diagnosis of Helicobacter pylori by a new method: microcapillary culture,"
World Journal of Gastroenterology: WJG, vol. 21, no. 9, p. 2622, 2015.

P. Lehours and F. Mégraud, "Helicobacter pylori molecular diagnosis," (in
eng), Expert review of molecular diagnostics, vol. 11, no. 4, pp. 351-5, May
2011, doi: 10.1586/erm.11.17.

V. Singh, S. Mishra, G. R. Rao, A. K. Jain, V. K. Dixit, A. K. Gulati, D. Mahajan, M.
McClelland, and G. Nath, "Evaluation of nested PCR in detection of
Helicobacter pylori targeting a highly conserved gene: HSP60," (in eng),
Helicobacter, vol. 13, no. 1, pp. 30-4, Feb 2008, doi: 10.1111/j.1523-
5378.2008.00573.x.

J. Versalovic, "Helicobacter pylori. Pathology and diagnostic strategies,” (in
eng), Am ] Clin Pathol, vol. 119, no. 3, pp. 403-12, Mar 2003.

136



[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

R.]. Owen, "Molecular testing for antibiotic resistance in Helicobacter pylori,"
(in eng), Gut, vol. 50, no. 3, pp. 285-9, Mar 2002, doi: 10.1136/gut.50.3.285.

A. Shiotani, M. P. Dore, and D. Y. Graham, "Urea breath test and rapid urease
test," in Helicobacter pylori: Springer, 2016, pp. 143-155.

K. Nishikawa, T. Sugiyama, M. Kato, ]. Ishizuka, H. Kagaya, K. Hokari, and M.
Asaka, "A prospective evaluation of new rapid urease tests before and after
eradication treatment of Helicobacter pylori, in comparison with histology,
culture and 13C-urea breath test," (in eng), Gastrointest Endosc, vol. 51, no.
2, pp- 164-8, Feb 2000, doi: 10.1016/s0016-5107(00)70412-3.

T. Uotani and D. Y. Graham, "Diagnosis of Helicobacter pylori using the rapid
urease test," Annals of translational medicine, vol. 3, no. 1, 2015.

A. Makristathis, A. M. Hirschl, F. Mégraud, and E. Bessede, "Review: Diagnosis
of Helicobacter pylori infection," (in eng), Helicobacter, vol. 24 Suppl 1, p.
e12641, Sep 2019, doi: 10.1111/hel.12641.

J. P. Gisbert and ]. M. Pajares, "Review article: 13C-urea breath test in the
diagnosis of Helicobacter pylori infection -- a critical review," (in eng),
Aliment Pharmacol Ther, vol. 20, no. 10, pp. 1001-17, Nov 15 2004, doi:
10.1111/j.1365-2036.2004.02203.x.

L. M. Best, Y. Takwoingi, S. Siddique, A. Selladurai, A. Gandhi, B. Low, M.
Yaghoobi, and K. S. Gurusamy, "Non-invasive diagnostic tests for Helicobacter

pylori infection,” (in eng), The Cochrane database of systematic reviews, vol.
3,no0.3,p.Cd012080, Mar 15 2018, doi: 10.1002/14651858.CD012080.pub?2.

C.Ricci, J. Holton, and D. Vaira, "Diagnosis of Helicobacter pylori: invasive and
non-invasive tests,” (in eng), Best practice & research. Clinical
gastroenterology, vol. 21, no. 2, pp. 299-313, 2007, doi:
10.1016/j.bpg.2006.11.002.

F. Mégraud, "The most important diagnostic modalities for Helicobacter
pylori, now and in the future,” (in eng), Eur ] Gastroenterol Hepatol, vol. 9
Suppl 1, pp. S13-5; discussion S15, Apr 2012.

P. A. Marchildon, T. Sugiyama, Y. Fukuda, ]J. S. Peacock, M. Asaka, T.
Shimoyama, and D. Y. Graham, "Evaluation of the effects of strain-specific
antigen variation on the accuracy of serologic diagnosis of Helicobacter pylori
infection,” (in eng), ] Clin Microbiol, vol. 41, no. 4, pp. 1480-5, Apr 2003, doi:
10.1128/jcm.41.4.1480-1485.2003.

L. Formichella, L. Romberg, C. Bolz, M. Vieth, M. Geppert, G. Gottner, C.
Nolting, D. Walter, W. Schepp, and A. Schneider, "A novel line immunoassay
based on recombinant virulence factors enables highly specific and sensitive
serologic diagnosis of Helicobacter pylori infection," Clinical and Vaccine
Immunology, vol. 20, no. 11, pp. 1703-1710, 2013.

M. Khalifeh Gholi, B. Kalali, L. Formichella, G. Gottner, F. Shamsipour, A. H.
Zarnani, M. Hosseini, D. H. Busch, M. H. Shirazi, and M. Gerhard, "Helicobacter
pylori FliD protein is a highly sensitive and specific marker for serologic
diagnosis of H. pylori infection," (in eng), International journal of medical

137



[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

[147]

[148]

[149]

[150]

[151]

microbiology : IJMM, vol. 303, no. 8, pp. 618-23, Dec 2013, doi:
10.1016/j.ijmm.2013.08.005.

J. P. Gisbert and ]. M. Pajares, "Stool antigen test for the diagnosis of
Helicobacter pylori infection: a systematic review," (in eng), Helicobacter, vol.
9, no. 4, pp. 347-68, Aug 2004, doi: 10.1111/j.1083-4389.2004.00235.x.

T. Shimoyama, "Stool antigen tests for the management of Helicobacter pylori
infection," World Journal of Gastroenterology: WJG, vol. 19, no. 45, p. 8188,
2013.

J. P. Gisbert, F. de la Morena, and V. Abraira, "Accuracy of monoclonal stool
antigen test for the diagnosis of H. pylori infection: a systematic review and
meta-analysis,” (in eng), Am ] Gastroenterol, vol. 101, no. 8, pp. 1921-30, Aug
2006, doi: 10.1111/j.1572-0241.2006.00668.x.

T. Shimoyama, "Stool antigen tests for the management of Helicobacter pylori
infection," (in eng), World ] Gastroenterol, vol. 19, no. 45, pp. 8188-91, Dec 7
2013, doi: 10.3748/wjg.v19.i45.8188.

W. K. Leung and D. Y. Graham, "Clarithromycin for Helicobacter pylori
infection," (in eng), Expert opinion on pharmacotherapy, vol. 1, no. 3, pp. 507-
14, Mar 2000, doi: 10.1517/14656566.1.3.507.

J. A. Salcedo and F. Al-Kawas, "Treatment of Helicobacter pylori infection," (in
eng), Archives of internal medicine, vol. 158, no. 8, pp. 842-51, Apr 27 1998,
doi: 10.1001/archinte.158.8.842.

L. N. Meurer and D. J. Bower, "Management of Helicobacter pylori infection,"
American family physician, vol. 65, no. 7, p. 1327, 2002.

B. Guevara and A. G. Cogdill, "Helicobacter pylori: A Review of Current
Diagnostic and Management Strategies," (in eng), Dig Dis Sci, vol. 65, no. 7,
pp. 1917-1931, Jul 2020, doi: 10.1007/s10620-020-06193-7.

A. O'Connor, T. Furuta, J. P. Gisbert, and C. O'Morain, "Treatment of
Helicobacter pylori infection 2020," Helicobacter, vol. 25, pp. e12743-
el2743,2020.

S. Flores-Trevino, S. Mendoza-Olazardn, P. Bocanegra-lbarias, H. ].
Maldonado-Garza, and E. Garza-Gonzalez, "Helicobacter pylori drug
resistance: therapy changes and challenges," Expert review of
gastroenterology & hepatology, vol. 12, no. 8, pp. 819-827, 2018.

Y. K. HUANG, M. C. WU, S. S. Wang, C. H. KUOQ, Y. C. LEE, L. L. CHANG, T. H.
WANG, Y. H. CHEN, W. M. WANG, and D. C. WU, "Lansoprazole-based
sequential and concomitant therapy for the first-line Helicobacter pylori
eradication,” Journal of digestive diseases, vol. 13, no. 4, pp. 232-238, 2012.

A. Zullo, D. Vaira, N. Vakil, C. Hassan, L. Gatta, C. Ricci, V. De Francesco, M.
Menegatti, A. Tampieri, F. Perna, V. Rinaldj, F. Perri, C. Papadia, F. Fornari, S.
Pilati, L. S. Mete, A. Merla, R. Poti, G. Marinone, A. Savioli, S. M. Campo, D. Faleo,
E. lerardi, M. Miglioli, and S. Morini, "High eradication rates of Helicobacter
pylori with a new sequential treatment,” (in eng), Aliment Pharmacol Ther,

138



[152]

[153]

[154]

[155]

[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

vol. 17, no. 5, pp. 719-26, Mar 1 2003, doi: 10.1046/j.1365-
2036.2003.01461.x.

J. P. Gisbert and X. Calvet, "Update on non-bismuth quadruple (concomitant)
therapy for eradication of Helicobacter pylori," Clinical and experimental
gastroenterology, vol. 5, p. 23, 2012.

J. Gisbert, M. Romano, A. Gravina, P. Solis-Mufioz, F. Bermejo, ]J. Molina-
Infante, M. Castro-Fernandez, ]. Ortufio, A. Lucendo, and M. Herranz,
"Helicobacter pylori second-line rescue therapy with levofloxacin-and
bismuth-containing quadruple therapy, after failure of standard triple or
non-bismuth quadruple treatments,” Alimentary pharmacology &
therapeutics, vol. 41, no. 8, pp. 768-775, 2015.

H. Matsumoto, A. Shiotani, and D. Y. Graham, "Current and future treatment
of Helicobacter pylori infections," Helicobacter pylori in Human Diseases:
Advances in Microbiology, Infectious Diseases and Public Health Volume 11,
pp. 211-225, 2019.

N. Wueppenhorst, H.-P. Stueger, M. Kist, and E. Glocker, "ldentification and
molecular characterization of triple-and quadruple-resistant Helicobacter
pylori clinical isolates in Germany," Journal of Antimicrobial Chemotherapy,
vol. 63, no. 4, pp. 648-653, 2009.

D. Wang, Q. Guo, Y. Yuan, and Y. Gong, "The antibiotic resistance of
Helicobacter pylori to five antibiotics and influencing factors in an area of
China with a high risk of gastric cancer," BMC microbiology, vol. 19, no. 1, p.
152,2019.

[. Kobayashi, K. Murakami, M. Kato, S. Kato, T. Azuma, S. i. Takahashi, N.
Uemura, T. Katsuyama, Y. Fukuda, and K. Haruma, "Changing antimicrobial
susceptibility epidemiology of Helicobacter pylori strains in Japan between
2002 and 2005," Journal of clinical microbiology, vol. 45, no. 12, pp. 4006-
4010, 2007.

K. Murakami, T. Furuta, T. Ando, T. Nakajima, Y. Inui, T. Oshima, T. Tomita, K.
Mabe, M. Sasaki, and T. Suganuma, "Multi-center randomized controlled
study to establish the standard third-line regimen for Helicobacter pylori
eradication in Japan," Journal of gastroenterology, vol. 48, no. 10, pp. 1128-
1135, 2013.

M. M. Gerrits, A. H. van Vliet, E. ]. Kuipers, and J. G. Kusters, "Helicobacter
pylori and antimicrobial resistance: molecular mechanisms and clinical
implications,” The Lancet infectious diseases, vol. 6, no. 11, pp. 699-709,
2006.

J.-C. Yang, C.-W. Lu, and C.-]. Lin, "Treatment of Helicobacter pylori infection:
current status and future concepts,” World journal of gastroenterology: WJG,
vol. 20, no. 18, p. 5283, 2014.

M. Wiese, A. Eljaszewicz, M. Andryszczyk, S. Gronek, L. Gackowska, L
Kubiszewska, W. Kaszewski, A. Helmin-Basa, M. Januszewska, and 1. Motyl,
"Immunomodulatory effects of Lactobacillus plantarum and helicobacter

139



[162]

[163]

[164]

[165]

[166]

[167]

[168]

[169]

[170]

[171]

[172]

pylori CagA+ on the expression of selected superficial molecules on monocyte
and lymphocyte and the synthesis of cytokines in whole blood culture,”
Journal of Physiology and Pharmacology, vol. 63, no. 3, p. 217, 2012.

F.-G. Hanisch, D. Bonar, N. Schloerer, and H. Schroten, "Human trefoil factor
2 is a lectin that binds a-GlcNAc-capped mucin glycans with antibiotic
activity against Helicobacter pylori," Journal of Biological Chemistry, vol. 289,
no. 40, pp. 27363-27375, 2014.

D. Lesbros-Pantoflickova, I. Corthesy-Theulaz, and A. L. Blum, "Helicobacter
pylori and probiotics,” The Journal of nutrition, vol. 137, no. 3, pp. 8125-818S,
2007.

D. Sgouras, P. Maragkoudakis, K. Petraki, B. Martinez-Gonzalez, E. Eriotou, S.
Michopoulos, G. Kalantzopoulos, E. Tsakalidou, and A. Mentis, "In vitro and in
vivo inhibition of Helicobacter pylori by Lactobacillus casei strain Shirota,"
Applied and environmental microbiology, vol. 70, no. 1, pp. 518-526, 2004.

T.-S. Kim, J.-W. Hur, M.-A. Yu, C.-I. Cheigh, K.-N. Kim, ].-K. Hwang, and Y.-R.
Pyun, "Antagonism of Helicobacter pylori by bacteriocins of lactic acid
bacteria," Journal of food protection, vol. 66, no. 1, pp. 3-12, 2003.

K. C.Johnson-Henry, D. ]. Mitchell, Y. Avitzur, E. Galindo-Mata, N. L. Jones, and
P. M. Sherman, "Probiotics reduce bacterial colonization and gastric
inflammation in H. pylori-infected mice," Digestive diseases and sciences, vol.
49, no. 7-8, pp. 1095-1102, 2004.

A. Patel, N. Shah, and ]. Prajapati, "Clinical application of probiotics in the
treatment of Helicobacter pylori infection—a brief review," Journal of
Microbiology, Immunology and Infection, vol. 47, no. 5, pp. 429-437, 2014.

L. L. Cogo, C. L. B. Monteiro, M. D. Miguel, O. G. Miguel, M. M. Cunico, M. L.
Ribeiro, E. R. d. Camargo, G. M. B. Kussen, K. d. S. Nogueira, and L. M. D. Costa,
"Anti-Helicobacter pylori activity of plant extracts traditionally used for the
treatment of gastrointestinal disorders," Brazilian Journal of Microbiology,
vol. 41, no. 2, pp. 304-309, 2010.

T. Ohno, M. Kita, Y. Yamaoka, S. Imamura, T. Yamamoto, S. Mitsufuji, T.
Kodama, K. Kashima, and J. Imanishi, "Antimicrobial activity of essential oils
against Helicobacter pylori," Helicobacter, vol. 8, no. 3, pp. 207-215, 2003.

S. Quideau, D. Deffieux, C. Douat-Casassus, and L. Pouysegu, "Plant
polyphenols: chemical properties, biological activities, and synthesis,"
Angewandte Chemie International Edition, vol. 50, no. 3, pp. 586-621, 2011.

M. Miklasinska-Majdanik, M. Kepa, R. D. Wojtyczka, D. Idzik, and T. ]J. Wasik,
"Phenolic compounds diminish antibiotic resistance of Staphylococcus
aureus clinical strains," International journal of environmental research and
public health, vol. 15, no. 10, p. 2321, 2018.

H. Tsuchiya, M. Sato, T. Miyazaki, S. Fujiwara, S. Tanigaki, M. Ohyama, T.
Tanaka, and M. linuma, "Comparative study on the antibacterial activity of
phytochemical flavanones against methicillin-resistant Staphylococcus
aureus," Journal of ethnopharmacology, vol. 50, no. 1, pp. 27-34, 1996.

140



[173]

[174]

[175]

[176]

[177]

[178]

[179]

[180]
[181]

[182]

[183]

[184]

T. T. Cushnie and A. ]. Lamb, "Recent advances in understanding the
antibacterial properties of flavonoids," International journal of antimicrobial
agents, vol. 38, no. 2, pp. 99-107, 2011.

S. Martini, C. D’Addario, A. Colacevich, S. Focardi, F. Borghini, A. Santucci, N.
Figura, and C. Rossi, "Antimicrobial activity against Helicobacter pylori
strains and antioxidant properties of blackberry leaves (Rubus ulmifolius)
and isolated compounds," International journal of antimicrobial agents, vol.
34, no. 1, pp. 50-59, 2009.

A. Ohsaki, J. Takashima, N. Chiba, and M. Kawamura, "Microanalysis of a
selective potent anti-Helicobacter pylori compound in a Brazilian medicinal
plant, Myroxylon peruiferum and the activity of analogues," Bioorganic &
medicinal chemistry letters, vol. 9, no. 8, pp. 1109-1112, 1999.

]. Benites, H. Toledo, F. Salas, A. Guerrero, D. Rios, ]. A. Valderrama, and P. B.
Calderon, "In vitro inhibition of Helicobacter pylori growth by redox cycling
phenylaminojuglones,” Oxidative medicine and cellular longevity, vol. 2018,
2018.

Y.-C. Wang, W.-Y. Li, D.-C. Wu, J.-]. Wang, C.-H. Wu, ].-]. Liao, and C.-K. Lin, "In
Vitro Activity of 2-methoxy-1, 4-naphthoquinone and Stigmasta-7, 22-diene-
3B-ol from Impatiens balsamina L. against Multiple Antibiotic-Resistant
Helicobacter pylori," Evidence-Based Complementary and Alternative
Medicine, vol. 2011, 2011.

N. A. Mahizan, S.-K. Yang, C.-L. Moo, A. A.-L. Song, C.-M. Chong, C.-W. Chong, A.
Abushelaibi, S.-H. E. Lim, and K.-S. Lai, "Terpene derivatives as a potential
agent against antimicrobial resistance (AMR) pathogens," Molecules, vol. 24,
no. 14, p. 2631, 2019.

L. Othman, A. Sleiman, and R. M. Abdel-Massih, "Antimicrobial activity of
polyphenols and alkaloids in middle eastern plants,” Frontiers in
microbiology, vol. 10, p. 911, 2019.

M. ed Stems and B. Roots, "Edible Medicinal and Non-Medicinal Plants."

N. P. Hanh, N. Q. Binh, and B. S. Adhikari, "Distribution of Alpinia
(Zingiberaceae) and their use pattern in Vietnam," ]J. Biodivers. Endanger
Species, vol. 2, p. 121, 2014.

P. Saralamp, Medicinal plants in Thailand. Department of Pharmaceutical
Bota, 1996.

J. Cao, H. Wang, F. Chen, J. Fang, A. Xu, W. Xi, S. Zhang, G. Wu, and Z. Wang,
"Galangin inhibits cell invasion by suppressing the epithelial-mesenchymal
transition and inducing apoptosis in renal cell carcinoma,” Molecular
Medicine Reports, vol. 13, no. 5, pp. 4238-4244, 2016.

L. Tao, Z.-T. Wang, E.-Y. Zhu, Y.-H. Ly, and D.-Z. Wei, "HPLC analysis of
bioactive flavonoids from the rhizome of Alpinia officinarum," South African
Journal of Botany, vol. 72, no. 1, pp. 163-166, 2006.

141



[185]

[186]

[187]

[188]

[189]

[190]

[191]

[192]

[193]

[194]

[195]

[196]

[197]

[198]

C. S. Rinj, J. Rohmah, and L. Widyaningrum, "The antibacterial activity test
galanga (Alpinia galangal) on the growth of becteria Bacillus subtilis and
Escherichia coli," in IOP Conference Series: Materials Science and Engineering,
2018, vol. 420, no. 1: IOP Publishing, p. 012142.

I. Khan, K. Saeed, and I. Khan, "Nanoparticles: Properties, applications and
toxicities," Arabian journal of chemistry, vol. 12, no. 7, pp. 908-931, 2019.

H. Khan, M. Sakharkar, A. Nayak, U. Kishore, and A. Khan, "Nanoparticles for
biomedical applications: An overview," in Nanobiomaterials: Elsevier, 2018,
pp. 357-384.

A. Cartaxo, "Nanoparticles types and properties-understanding these
promising devices in the biomedical area,” MS thesis, Dept. Biomed. Eng,,
University of Minho., Braga, Portugal, 2010.

S. Movassaghian, O. M. Merkel, and V. P. Torchilin, "Applications of polymer
micelles for imaging and drug delivery,” Wiley Interdisciplinary Reviews:
Nanomedicine and Nanobiotechnology, vol. 7, no. 5, pp. 691-707, 2015.

E. Abbasi, S. F. Aval, A. Akbarzadeh, M. Milani, H. T. Nasrabadi, S. W. Joo, Y.
Hanifehpour, K. Nejati-Koshki, and R. Pashaei-Asl, "Dendrimers: synthesis,
applications, and properties,” Nanoscale research letters, vol. 9, no. 1, p. 247,
2014.

A. Akbarzadeh, R. Rezaei-Sadabady, S. Davaran, S. W. Joo, N. Zarghami, Y.
Hanifehpour, M. Samiei, M. Kouhi, and K. Nejati-Koshki, "Liposome:
classification, preparation, and applications," Nanoscale research letters, vol.
8,no. 1, p.102,2013.

T. Kim and T. Hyeon, "Applications of inorganic nanoparticles as therapeutic
agents," Nanotechnology, vol. 25, no. 1, p. 012001, 2013.

W. H. De Jong and P. ]. Borm, "Drug delivery and nanoparticles: applications
and hazards," International journal of nanomedicine, vol. 3, no. 2, p. 133,
2008.

G. D. Mogosanu, A. M. Grumezescu, L. E. Bejenaru, and C. Bejenaru, "Natural
and synthetic polymers for drug delivery and targeting," in Nanobiomaterials
in drug delivery: Elsevier, 2016, pp. 229-284.

K. B. Sutradhar and M. Amin, "Nanotechnology in cancer drug delivery and
selective targeting," International Scholarly Research Notices, vol. 2014,
2014.

E. Blanco, H. Shen, and M. Ferrari, "Principles of nanoparticle design for
overcoming biological barriers to drug delivery," Nature biotechnology, vol.
33,n0.9, p. 941, 2015.

H. S. Choi, W. Liu, P. Misra, E. Tanaka, J. P. Zimmer, B. L. Ipe, M. G. Bawendi,
and J. V. Frangioni, "Renal clearance of quantum dots," Nature biotechnology,
vol. 25, no. 10, pp. 1165-1170, 2007.

L.-T. Chen and L. Weiss, "The role of the sinus wall in the passage of
erythrocytes through the spleen,” Blood, vol. 41, no. 4, pp. 529-537, 1973.

142



[199]

[200]

[201]

[202]

[203]

[204]

[205]

[206]

[207]

[208]

[209]

[210]

[211]

F. Gentile, C. Chiappini, D. Fine, R. Bhavane, M. Peluccio, M. M.-C. Cheng, X. Liu,
M. Ferrari, and P. Decuzzi, "The effect of shape on the margination dynamics
of non-neutrally buoyant particles in two-dimensional shear flows," Journal
of biomechanics, vol. 41, no. 10, pp. 2312-2318, 2008.

F. Alexis, E. Pridgen, L. K. Molnar, and O. C. Farokhzad, "Factors affecting the
clearance and biodistribution of polymeric nanoparticles," Molecular
pharmaceutics, vol. 5, no. 4, pp. 505-515, 2008.

S.Das and A. Chaudhury, "Recent advances in lipid nanoparticle formulations
with solid matrix for oral drug delivery," Aaps Pharmscitech, vol. 12, no. 1,
pp. 62-76, 2011.

M. Luo, Y.-Y. Jia, Z.-W. Jing, C. Li, S.-Y. Zhou, Q.-B. Mei, and B.-L. Zhang,
"Construction and optimization of pH-sensitive nanoparticle delivery system
containing PLGA and UCCs-2 for targeted treatment of Helicobacter pylori,"
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, vol. 164, pp. 11-19, 2018.

V. Rana and R. Sharma, "Recent advances in development of Nano drug
delivery," in Applications of Targeted Nano Drugs and Delivery Systems:
Elsevier, 2019, pp. 93-131.

B. Singh, S. Maharjan, K.-H. Cho, L. Cui, I.-K. Park, Y.-]. Choi, and C.-S. Cho,
"Chitosan-based particulate systems for the delivery of mucosal vaccines
against infectious diseases,” International journal of biological
macromolecules, vol. 110, pp. 54-64, 2018.

L. Zhang, D. Pornpattananangkul, C.-M. Hu, and C.-M. Huang, "Development
of nanoparticles for antimicrobial drug delivery,” Current medicinal
chemistry, vol. 17, no. 6, pp. 585-594, 2010.

N. Nair, V. Sekhar, K. Nampoothiri, and A. Pandey, "Biodegradation of
biopolymers," in Current Developments in Biotechnology and Bioengineering:
Elsevier, 2017, pp. 739-755.

L. McKeen, "12-Renewable Resource and Biodegradable Polymers," The
Effect of Sterilization on Plastics and Elastomers, pp. 305-317, 2012.

L. W. McKeen, Permeability properties of plastics and elastomers. William
Andrew, 2016.

R. Ramanujam, B. Sundaram, G. Janarthanan, E. Devendran, M.
Venkadasalam, and M. ]. Milton, "Biodegradable Polycaprolactone
nanoparticles based drug delivery systems: a short review," Biosciences
Biotechnology Research Asia, vol. 15, no. 3, pp. 679-685, 2018.

A. T. Alex, A. Joseph, G. Shavi, J. V. Rao, and N. Udupa, "Development and
evaluation of carboplatin-loaded PCL nanoparticles for intranasal delivery,"
Drug delivery, vol. 23, no. 7, pp. 2144-2153, 2016.

C.-H. Chang, W.-Y. Huang, C.-H. Lai, Y.-M. Hsu, Y.-H. Yao, T.-Y. Chen, J.-Y. Wu,
S.-F. Peng, and Y.-H. Lin, "Development of novel nanoparticles shelled with
heparin for berberine delivery to treat Helicobacter pylori," Acta
biomaterialia, vol. 7, no. 2, pp. 593-603, 2011.

143



[212]

[213]

[214]

[215]

[216]

[217]

[218]

[219]

[220]

[221]

J. Zhang, |J. Dou, S. Zhang, Q. Liang, and Q. Meng, "Chemical composition and
antioxidant properties of the essential oil and methanol extracts of rhizoma
Alpinia officinarum from China in vitro," African Journal of Biotechnology, vol.
9, no. 28, 2010.

A. Das and K. S. Santhy, "Chemical Characterisation of Alpinia galanga (L.)
Willd by Ge-Ms, XRD, FTIR and Uv-Vis Spectroscopic Methods," International
Journal of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences, vol. 7, no. 9, 2015.

S.K. Laj, Y.-Y. Wang, and ]. Hanes, "Mucus-penetrating nanoparticles for drug
and gene delivery to mucosal tissues," Advanced drug delivery reviews, vol.
61, no. 2, pp. 158-171, 2009.

S. P. Bandi, Y. S. Kumbhar, and V. V. K. Venuganti, "Effect of particle size and
surface charge of nanoparticles in penetration through intestinal mucus
barrier," Journal of Nanoparticle Research, vol. 22, no. 3, pp. 1-11, 2020.

V. De Francesco, A. Zullo, C. Hassan, F. Giorgio, R. Rosania, and E. lerardi,
"Mechanisms of Helicobacter pylori antibiotic resistance: An updated
appraisal,” World journal of gastrointestinal pathophysiology, vol. 2, no. 3, p.
35,2011.

A. Srividya, S. Dhanabal, V. Misra, and G. Suja, "Antioxidant and antimicrobial
activity of Alpinia officinarum," Indian journal of pharmaceutical sciences,
vol. 72, no. 1, p. 145, 2010.

M. Murillo, C. Gamazo, M. Goii, J. M. Irache, and M. Blanco-Prieto,
"Development of microparticles prepared by spray-drying as a vaccine
delivery system against brucellosis,” International journal of pharmaceutics,
vol. 242, no. 1-2, pp. 341-344, 2002.

E. Luong-Van, L. Grgndahl, K. N. Chua, K. W. Leong, V. Nurcombe, and S. M.
Cool, "Controlled release of heparin from poly (e-caprolactone) electrospun
fibers," Biomaterials, vol. 27, no. 9, pp. 2042-2050, 2006.

H. Eidi, O.Joubert, G. Attik, R. E. Duval, M. Bottin, A. Hamouia, P. Maincent, and
B. Rihn, "Cytotoxicity assessment of heparin nanoparticles in NR8383

macrophages,"” International Journal of Pharmaceutics, vol. 396, no. 1-2, pp.
156-165, 2010.

M. Handa, A. Sharma, R. K. Verma, and R. Shukla, "Polycaprolactone based
nano-carrier for co-administration of moxifloxacin and rutin and its In-vitro
evaluation for sepsis," Journal of Drug Delivery Science and Technology, vol.
54, p. 101286, 2019.

144



TEZDEN URETILMIS YAYINLAR

iletisim Bilgisi: bukrekiran@gmail.com

Konferans Bildirileri

1. T. Safarov, B. Kiran, A. M. Allahverdiyev, M. Bagirova, and E. S. Abamor,
"Evaluation of anti-bacterial activities of polycaprolactone nanoparticles based drug
delivery systems on Helicobacter pylori," 3 rd International Eurasian Conference on
Biological and Chemical Sciences (EurasianBioChem 2020), Abstract Book, p. 745,
2020.

145



