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1. OZET

Helicobacter pylori CagA EPIYA motifleri ile klaritromisin direnci, gastropatolojik ve
klinik iliskinin arastiriimas

Meryem Glvenir

Dokuz Eyliil Universites Tip Fakiiltess Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dah, Inciralts,
35340 Izmir

Helicobacter pylori (H. pylori)’de CagA’ nin tirozin fosforilasyonu CagA proteininin C-
terminal bolgesinde ¢esitli sayilarda bulunan bes aminoasit sekansindan (Glu-Pro-lle-Tyr-
Ala) olusan EPIYA tekrar sekanslari ile gergeklesir. H. pylori suslarimizdaki CagA EPIY A
motiflerinin sayisi ve tiplerinin saptanmasi, histopatolojik korelasyonun ve ayrica bu
motiflerin  Klaritromisin direnci ile iligkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Endoskopi
endikasyonu konulan dispeptik yakinmali 124 hasta calismaya alindi. H. pylori suslarimn
cagA pozitifligi PCR ile Grin uzunlugu 370-570 bp olarak saptandi. Amplifiye edilen PCR
urdnleri QIAquick PCR kiti ile purifiye edildi ve sekans analizi icin Macrogen’ e gonderildi.
Anti-H. pylori 1gG ve CagA I1gG antikorlart ELISA yontemi ile caligildi. YUz yirmi dort
hastanin 89 (%71.8)’u HUT, histopatoloji ve kiltiriin en az ikisinin olumlulugunda H. pylori
enfeksiyonu olumlu saptandi. Altmis iki (%50) H. pylori kiltdr pozitif hasta suslarindan; 30
(%48.4)’ u cagA pozitif, 32 (%51.6)'si cagA negatif saptandi. cagA pozitif hastalarimizda; 21
(%70)’'i EPIYA-ABC, yedi (%23.3)’'si EPIYA-ABCC ve iki (%6.7)’'s ise hem EPIYA-ABC
hem de -ABCC olmak Uzere miks enfeksiyon saptandi. Ayrica, 89 H. pylori pozitif hastanin
77 (%86.5)'s anti-H. pylori 1gG antikoru; 14 (%46.6)'U0 anti-CagA 1gG antikoru olumlu
bulundu. Sonu¢ olarak, cagA pozitif H. pylori suslarimn antrum ve korpus pitlerde
enflamasyon (aktif enflamasyon) ve korpus atrofi ile iliskis oldugu saptandi. EPI'Y A motifleri

ile histopatoloji ve klaritromisin direnci arasinda bir korelasyon gézlenmedi.

Anahtar Kelimeler: Helicobacter pylori, CagA, EPI'Y A motif



2. SUMMARY

Determination of Helicobacter pylori CagA EPIYA motifs and their association with

clarithromycin resistance, gastropathology and clinical outcome
Meryem Glvenir

Dokuz Eyliil Universites Tip Fakiiltes Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dal, inciraltr,
35340 izmir

Tyrosine phosphorylation of CagA in Helicobacter pylori (H. pylori) occurs at the EPIY A
motif region, a five aminoacid sequence (Glu-Pro-lle-Tyr-AlQ) that is present in variable
numbers in the C-terminal EPIY A repeat region of the CagA protein. The aim of the study
was to identify the 3’ variable regions of the cagA gene of the H.pylori CagA EPIY A motifs
in H.pylori strains and correlate with histopathological findings in patients biopsies and also
identify the relationship between EPI'Y A motifs and clarithromycin resistance. A total of 124
patients with dispepsia referred to upper endoscopy were included. H.pylori strains cagA
status was established. H.pylori cagA positive PCR products ranging 370-570 bp were
amplified. PCR products purified by QlAquick PCR kit and sent to Macrogen for sequencing.
Anti-H.pylori 1gG and CagA 1gG antibodies were determined by ELISA tests. Eighty-nine of
124 patients (71.8%) were H.pylori infection positive by at least two positivity of RUT,
histopathology and culture. Sixty-two patients (50%) were positive by culture. Among
H.pylori-culture positive patients, 30 (48.4%) were cagA positive, 32 (51.6%) were cagA
negative. Among the 30 cagA positive strains; 21 (70%) had EPI'Y A-ABC, seven (23.3%)
had EPI'YA-ABCC and strains from two patients (6.7%) had both EPI'YA-ABC and -ABCC.
In 89 H.pylori positive patients; 77 (86.5%) were anti-H.pylori 1gG, 14 (46.6%) were anti-
CagAlgG positive. As a conclusion, cagA positive H.pylori grains were related to
inflammation of pits (active inflammation) in antrum and corpus and atrophy in corpus. The
correlation could not be found between EPI'Y A motifs and histopathology and clarithromycin
resistance.

Keywords: Helicobacter pylori, CagA, EPI'Y A motif



3. GIRIS VE AMAC:

Helicobacter pylori (H. pylori), spiral yapida, flgjellali, insan gastrik epitel hiicresinde
kolonize olan Gram negatif mikroaerofilik bir bakteridir (1-4). H. pylori ile iliskili gastrik
hastaliklarin peptik Ulser, duedonal Ulser, atrofik gastrit, gastrik mukozal-iligkili lenfoid doku
(MALT) lenfoma, gastrik kanser ve non-kardia gastrik adenokarsinoma riskini arttirdigi
bildirilmigtir (5-7). 1994 yilinda, "’International Agency for Cancer Research (IACR)”’
tarafindan H. pylori’ nin insanlarda karsinogenez olusumuna neden oldugu bildirilmis (8) ve
Sinif | karsinojen olarak siniflandirilmigtir (9-11).

H. pylori’nin dogal habitat1 insan midesidir, ancak yasam boyu enfeksiyona neden
olabileceginden diger habitatlarda da yasayabildigi bildirilmistir. Insandan insana gegis olasi
bulas seklidir. Fekal-ora ve ora-oral bulas da bildirilmistir (5,6,8,12,13). En az gorulen bulas
yolu bir kisinin gastrik mukoza ile enfekte olan tlpler, endoskoplar ve materyaller ile baska
kisilere bulasma sekli (iatrojenik)dir. Fekal-ora bulas en 6nemli olanlar arasinda yer alir. H.
pylori enfeksiyonu ile enfekte cocuklarin digskilarindan H. pylori izolasyonu yapilmis
olmasina ragmen, fekal izolasyon cok fazla yaygin degildir. Besin yoluyla bulas da
ispatlanmuistir. Kusmuktan H. pylori’nin aspirasyon ile bulast diger bir olasilik olarak
dustnulmektedir (8). H. pylori dis plaklarindan, insan ve hayvan fegeslerinden izole edilmistir
ve bircok ¢alismanin sonucunda H. pylori’ nin akuatik (suda yasayan) cevrelerde bulundugu
bildirilmistir (6,14).

H. pylori prevelanst genis bir cografik cesitlilik gostermektedir. Cografik bolgelerde,
H. pylori prevelansi ¢ocukluk ¢agi boyunca yasanilan ortamdaki sosyoekonomik durum ile
ters bir korelasyon gostermektedir. H. pylori prevelans: en yiksek %69 en dustk ise %11
oldugu bildirilmistir (15). Bat1 Ulkelerinde, H. pylori prevelans: genellikle gelismekte olan
Ulkelerde birinci ve ikinci jenerasyondan yapilan gocler arasinda oldukca 6nemli bir fark
gOzlenmistir (6).

H. pylori insanlarda enfeksiyon olusturur ve bazi populasyonlarda %80’ e kadar
yuksek prevelans gosterir (2). Gelismekte olan Ulkelerde H. pylori enfeksiyonu prevalansi
%70-90, gelismis Ulkelerde %25-50'dir (10).

H. pylori’nin hastalik yapabilme yeteneginin; suslarin virtlans ¢6zelliklerine, konagin
genetik 6zelligine ve cevresel faktérlere bagli oldugu distnulmektedir (2). Yapilan bircok
arastirmalar sonucunda kolonize olmasint saglayan faktorlerin; hareketli olmasy, cevreyi
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algilamasi, kemotaksi, demiri kullanmass ve mide asidine karst dayaniklilik oldugu
bildirilmistir (16). H. pylori solunum metabolizmasina sahip mikroaerofilik bir bakteridir. Bu
sebepten dolay1; H. pylori genom sekansinda gesitli glukoz-oksidaz yolagi enzimleri ve TCA
dongusti enzimlerini kodlayan genler bulunur. Karbon kaynag: olarak; glikoz, aminoasitler ve
bazi organik asitleri kullanabilir (17). H. pylori enfeksiyonu tamsinda invaziv olmayan
yontemler; *C- ve ¥C- re nefes testi (UNT), disk: antijen testleri (poliklonal antikor ve
monoklonal antikor), diski PCR, digki Real-time PCR ve immunolojik testler (serum, tikurik
ve idrarda antikor)'dir (5,18-20). Invaziv testler ise biyopsi temelli olup gastrik dokuda
bakterinin varligim saptayan hizl Ureaz testi (HUT), histopatoloji, kiltdr, biyopsi PCR ve
real-time PCR (RT-PCR)'dir (6,18,20). *C-UNT testi ayn: hastada, cocuklarda, hamile
bayanlarda tekrar uygulanabilen giivenilir ve basit bir testtir (21). *C-UNT ayrica tedaviden
dort hafta sonra H. pylori enfeksiyonu eradikasyonunu gostermek icin kullarmilan bir
yontemdir (19,21). H. pylori enfeksiyonunda kiiltir ve UNT altin standart yontemlerdir.
Maastricht 3-2005 Consensus Raporu’ na gore, H. pylori enfeksiyonu eradikasyonunda birgok
tedavi protokoll bulunmaktadir. H. pylori enfeksiyonu tedavisi icin proton pompa inhibit6ri
(PP1) ve iki antibiyotikten (klaritromisin, amoksisilin veya metronidazol) olusan Uclu tedavi
birinci basamak tedavide kullarnilmaktadir (19).

H. pylori'nin patogenezi vakuol olusturan sitotoksin A (VacA), kan grup antijeni
baglayan adezin (BabA), notrofil-aktive edici protein (HP-NAP), dis inflamatuar protein A
(OipA), duedonal-llser olusumunu destekleyen gen (dupA) ve cag patojenite adasi (cag PAI)
ile iliskilidir (22,23). Sitotoksin-iligskili gen A (cagA) tip IV sekresyon sistemi (T4SS)
komponentlerini de kodlayan cagPAI icerisinde 40-kilo bazlik DNA segmenti olarak lokalize
halde bulunur (11,22,24). “International Agency for Cancer Research (IACR)” tarafindan
Sinif | karsinojen olarak siniflandirilan H. pylori cagA gen 6zelligine gore sitotoksin iligkili
gen A (cagA)-pozitif ve cagA-negatif suslar, olmak Uzere iki alt gruba ayrilmaktadir. Ancak
cagA-pozitif suglarin gastrik mukozaya zarar verme yetenegi daha fazla oldugu
bildirilmektedir (24). cagA geninin kodladigi ~120-145 kDaluk CagA proteini tip 1V
sekresyon sistemi ile gastrik epitel hiicreye girerek plazma membranina yerlesmektedir. CagA
sitozol icinde Src kinaz ailesi tarafindan fosforillenir ve Src homoloji iki domain iceren tirozin
fosfataz (SHP-2) ile etkilesime girerek “hummingbird” fenotipi olusur. CagA’nin tirozin
fosforilasyonu proteinin C-terminalinde farkli sayilarda bulunabilen bes aminoasitten (Glu-
Pro-lle-Tyr-Ala) olusan EPIYA motif bolgesinde gerceklesir (7,9,22,25) ve CagA’'nin
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fosforilasyonu EPI'YA sekansini iceren tirozin fosforilasyon motifleri (TPM) ile olmaktadir
(26). CagA iki ana alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar; Avrupa, Afrika, Amerika, Avustralya
(Batt CagA) da bulunan H. pylori suslari ve Dogu Asya ulkelerini iceren Japonya, Kore ve
Cin de (Dogu Asya CagA) bulunan H. pylori suslaridir. Kore, Japonya ve Cin gibi Dogu Asya
Ulkelerinde cagA pozitifligi %90’ dan fazladir ancak Bati Ulkelerinde ise %50-60 oranmindadir
(25). H. pylori'nin genetik yapms her susda yaklastk %20 oraminda degisiklik
gosterebilmektedir. CagA EPIYA motifleri ¢esitliliginin, H. pylori patogenezinde 6nemli bir
role sahip olabilecesi belirtiimektedir. Dogu populasyonundan izole edilen EPIYA motif
sayisi fazla olan CagA pozitif suslarin daha siddetli aktif kronik gastrit ve atrofi ile iliskili
olabilecegi dusUnulmektedir (22). Bu nedenle H. pylori suslarindaki EPIYA motiflerinin
sayisinin ve tipinin dogru olarak belirlenmesinin kuvvetli bir prognostik ara¢ olabilecegi ve
EPIY A motiflerinin sayisinin farkl: klinik sonuclar ileiliskisi olabilecegini 6ngormekteyiz.

Bu arastirmamin amaci; Dokuz Eylul Universitess Hastanesi Gastroenteroloji
Poliklinigi’nde endoskopi endikasyonu konulan hagtalardan antrum ve korpustan alinan
gastrik biyopsi ¢rneklerinden izole edilen H. pylori suslarinda CagA EPIYA motiflerinin
sayisi Ve tipinin belirlenmesi ve klaritromisin direncindeki artis ve eradikasyon basarisizligi
nedeniyle klaritromisin direncinde EPI'Y A motiflerinin rolinun ve aralarindaki korelasyonun
arastirilmasidir. Ayrica, EPIY A motifleri ve histopatolojik bulgular arasinda bir iligki olup
olmadigi bugtine kadar yapilan calismalarda tam olarak belirlenememistir. Eriskin dispeptik
hasta grubumuzun guncellestirilmis Sydney Sistemine gore degerlendirilen histopatolojik
bulgulari ile EPI'Y A motifleri arasindaki iliskinin varliginin arastirilmas: da amaclanmustir.



4. GENEL BilL GiL ER

4.1. Tarihge

19'uncu ve 20'inci yuzyillarda, bircok aragtirmaci hayvanlarin midelerinde spiral
mikroorganizmalarin oldugunu rapor etmislerdir (6). Hayvanlarda spiral bakteriler ilk kez
Rappin tarafindan 1881'de, Bizzozero tarafindan 1893'te (27-29) ve Salomon tarafindan
1896'da kedi, kopek ve sicanlarin midesindeki bu spiral bakterilerin farelerden gegmis
olabilecegi bildirilmistir (27,29). Benzer spiral bakteriler peptik Ulser veya gastrik kanser olan
hastalarda da gozlenmeye baslanmustir (6). Jaworski 1899'da Polonya'da gastrik yikama
suyunun sedimentinde spiral mikroorganizmalar: tantmlamstir (28,29).

Balfour 1906’ da gastrik Ulserli maymun ve kopeklerin, Krienitz ise gastrik kanserli bir
hastanin gastrik orneklerinde spiral mikroorganizmalar: tanimlamuglardir (30,31). Luck ve
Seth midedeki Ureaz aktivitesinin antibiyotik tedavisi ile kayboldugunu bildirdiler. Ancak
gastrik mikroorganizmalar ile iliski 1984'e kadar kurulamadi. Doenges 1938 yilinda, otopsi
orneklerinin % 43’ iniin midesinde spiral mikroorganizmalar: saptadi. Ornekler postmortem
toplandigindan kontaminasyon riski nedeniyle bu bulgular stipheyle karsiland: (29,31). iki yil
sonra mide Ulserli ve kanserli hastalarin cerrahi orneklerinde de spiroket saptanarak
mikroorganizmanin bir postmortem kontaminant olmadigini ve gastrik bir patojen oldugunu
destekledi (29).

Freedburg ve Baron 1940 yilinda midede kivrimli mikroorganizmalar oldugunu bildirdi.
1950 yilinda Fitzgerald ve Murphy tarafindan peptik tlser hastaligi ile mukoza yizeyindeki
Ureaz aktivitesi arasinda iliski oldugu gosterildi (31). Palmer 1954'te, insan mide biyopsi
orneklerinde yaptigi incelemede bakteriye rastlamadigindan gastrik ortamdaki  tim
bakterilerin kontaminant oldugunu bildirdi. Salgilanan asit nedeniyle mide [imeninin steril
oldugu, mukozal lezyonlara gastrik asiditenin neden oldugu dusUndldi. 1910 yilinda
Schwartz'in **no acid no ulcer’” kavrami kabul edildi (29).

1959 yilinda Liebre ve Le Fevre tetrasklin tedavisnden sonra midede (reaz
aktivitesinin kayboldugunu ve bu enzimin bakteri kaynakli olabilecegini bildirdiler. 1968
yilinda Delluva germ-free hayvanlarda midede Ureaz bulunmadigini ve bu enzimin bakteri
kaynakl1 oldugunu saptad: (31).

1975’ de Steer ve Colin-Jones, gastrik mukozada mukus salgilayan hicrelerle iligkili, en
az bir flgeli bulunan spiral bakterileri tammmladilar ve bu bakterilere yamt olarakta
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polimorfonukleer |6kositlerin (PNL) gastrik mukozaya go¢ ettiklerini 6ne stirdiler. Biyopsi
ornekleri kdltore alindi. Ancak kultirde spiral bakteriler degil, sadece Pseudomonas
aeruginosa Uretildi. Doért yil sonra Fung ve arkadaslari kronik gastritli hastalarin gastrik
mukozalarinda histolojik ve yapisal olarak bakteriyi gosterdiler. Ancak mukozal lezyonlarla
iliskisi saptanamadh (30,31).

J Robin Warren ise Campylobacter jguni’ye benzeyen spiral bakterinin mide
hastaliklariyla iligkisini ve midenin steril olmadigin bildirdi. J. Robin Warren ve Barry
Marshall biyopsi 6rneklerini Campylobacter ve nonselektif besiyerinde 48 saat inkube ettiler.
Fakat Ureme saptanmadi. 1982'de bes gunlik paskalya tatilinden dondiklerinde
Campylobacter’e benzer bakterilerin bir tane kultirde Uredigini gorduler. Bu gelismenin
ardindan; 11 hastadan bakteri izole edildi ve morfolojik olarak Campylobacter’e
benzediginden “ Campylobacter like organisms” adi verildi (6,8,11,30,31). 1983'te Lancet’e
yazilan bir mektupta Warren ve Marshall H. pylori enfeksiyonu ve peptik Ulser hastaligi
arasinda bir baglant: oldugunu ileri siirmislerdir. Daha sonra Marshall bir trilyonun (>10°)
Uzerinde H. pylori iceren kiltir buyyonu icerek kendini inokule etmis ve bakterinin bir
patojen mi yoksa enflamasyonlu mide mukozasini kolonize eden bir kommensal mi oldugunu
bulmaya calismistir. Sekiz guin iginde akut gastrit gelistirmis ve H. pylori’nin gastrite neden
oldugunu dogrulamustir (30).

1984’ de Warren ve Marshall tarafindan diger Campylobacter tirlerini yapisal benzerligi
nedeniyle Campylobacter pyloridis olarak adlandirild: fakat ‘pyloridis Latin terim olarak
dogru olmadigindan 1987’ de tur ismi ‘pylori’ ye degistirildi (29,31). 1986'da yogun Ureaz
salgiladigi kanitlandi (31). 1987’ de Campylobacter pylori adim aldi (31). 1989’ da Goodwin
ve arkadaglar1 bakterinin Campylobacter ailesine ait olmadigim gosterip genus adim farkl:
fonksiyonlar ve enzimatik Ozelliklerinden dolay1 Helicobacter pylori adini verdiler
(12,31,32). Helicobacter ismi Yunan dilinde spiral anlamina gelen “hélix/émé” kelimesinden
turetilmistir (28). Yapilan yeni calismalara gore; H. pylori’nin insanlarda 60,000 yildir
enfeksiyon olusturdugu ve genetik transformasyonun insanminki ile benzer zamanlarda
gerceklestigi icin insan gocl ve farklilasma arastirmalarinda model olarak dustnulmektedir.
Insan populasyonunun cografik dagilim olarak Dogu Afrikadan baslayarak Bati Avrupaya,
Dogu Asya'ya ve Guney Afrika ya dagildigi bilinmektedir. H. pylori suslarinin ise; benzer
sekilde cografik dagilim olarak Avrupa icin bir kisim, Asya igin iki kissm ve Afrikaigin Ug
kistm olmak Uzere dagilim gosterdigi bilinmektedir (33).



1994’ de “National Institutes of Health (NIH)” tarafindan H. pylori'nin peptik Glserin
birincil nedeni; “IACR” tarafindan sinif | karsinojen oldugu bildirildi (11,34,35).

1997 yilinda “The Ingtitute for Genomic Research (TIGR)” tarafindan H. pylori’ nin tam

genom haritas: yayinlamstir (36).

3 Ekim 2005 yilinda da J. Roben Warren ve Barry Marshall H. pylori’yi, peptik
Ulser ve gastritteki roliinii gosterdikleri icin “ Nobel Tip Odulu” adilar. (6,31,20,37,38).



Press Release: The 2005 Nobel Prize in Physiology or Medicine
3 October 2005
The Nobel Assembly at Karolinska I nstitutet has today decided to award
The Nobel Prize in Physiology or Medicine for 2005
jointly to
Barry J. Marshall and J. Robin Warren
for their discovery of

"the bacterium Helicobacter pylori and itsrolein gastritisand peptic ulcer disease’

I nventas vitam juvat excoluisse per artes
"And they who bettered life on earth by new found mastery.“
(inventions enhance life which is beautified through art.)




4.2. Helicobacter Ailes

Helicobacter ailesi (bu genusta en az 22 tir), 0.3-1.0 um en ve 1.5-10 um boyda spiral
veya kivrimli basilleri icerir. Helicobacter tirleri Gram-negatif, spor olusturmayan basillerdir
(6,8,12,27). Insanlardan izole edilen Helicobacter spp.’nin igerdigi turler; H. pylori, H.
cinaedi, H. jenelliae, H. heillmannii (eski adi Gastrospirillum hominis), H. westmeadii, H.
canis, H. canadensis p., H. pullorumve H. rappini (eski ach Flexispira rappini). Bu turlerden
H. pylori, H. cinaedi ve H. jennelliae 6nemli insan patojenleri olarak bildirilmigtir (12). H.
pylori uzamus kulturlerde kuresel veyakok sekline donusur, hareketli ve genellikle cok sayida
bipolar kilifl1 flajellalar vardir. Diger Helicobacter turlerinden farkli olarak H. pylori'nin gok
sayida, monopolar, kilifl flajellas vardir (6,8,12,27).

Cssitli Helicobacter’ ler (6rnegin Helicobacter pullorum ve Helicobacter canadensis)
Campylobacter’ ler gibi kilifsiz flgjella icerir (8,27). TUm Helicobacter’ ler oksidaz pozitiftir.
Karsilastirmali genomik analizler, H. pylori'de pentoz-fosfat yolu, Entner-Doudoroff yolu,
glikoliz, Krebs reaksiyonunun siklik olmayan sekli gibi onemli katabolik yollarin
bulundugunu desteklemektedir. Helicobacter tarleri, memelilerin ve kuslarin gastrointestinal
ve hepatobiliyer sistemlerinden izole edilmistir (8,27). Helicobacter ailesi diger Gram negatif
kivrimli basillerden (6rnegin Campylobacter) enzimatik aktiviteleri, yag asidi profilleri,
ureme ozellikleri, nikleik asit hibridizasyon profilleri ve 16S rRNA sekans analizlerine gore
ayrilir. Campylobacter jegjuni ve H. pylori genomlarinin sekanslanmasiyla da Campylobacter
ve Helicobacter organizmalar: arasindaki farkliliklar kamtlanmistir (3,8,27).

Spiral yaprya sahip olan Helicobacter felis (H. felis) ilk kez kedi midesinden izole edildi
ve daha sonra da kopek midesinde gozlendi. H. felis zoonotik potansiyeli olan Helicobacter
turlerinden birisidir. Morfolojisinde identifikasyonda énemli olan tipik periplazmik fiberler
bulunan helikal bir yaprya sahiptir. Ureaz gen ailesine ve ayrica iki flagellin genine (flaA ve
flaB) sahiptir (6).

H. mustelae, H. pylori’den kisa bir sire sonra izole edildi ve Campylobacter pylori
subsp. mustelae olarak siniflandirildi.  H. mustelae 16S rRNA gen sekans analizi, Ureaz
sekans analizi ve yag asidi profiline gore filogenetik olarak enterohepatik Helicobacter
turlerine yakin oldugu goserilmis ancek ferretlerde (daggelincigi) enterik kolonizasyona
neden oldugu saptanamamustir (6).
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H. heilmannii; genis bir konak araligina sahip Helicobacter turddir. H. heilmanni
birkag evcil hayvan, kedi, kdpek ve insan olmayan primatlar iceren yabani hayvanlardan izole
edilmistir. Morfolojik olarak H. felis'e benzer ancak periplazmik fiber yapisi yoktur (6). H.
heilmannii insan gastrik biyopsi 6rneklerinde tammmlanmus, kiltirde Gretilmistir. insanlarda
gastritin stk olmayan bir nedenidir, disik sayida gastriti olan hastalarda da gozlendigi
bildirilmistir ve nadir izole edilir (6,8,27). H. pylori’ ye gore daha uzun ve daha sik kivrimlar:
olan bir bakteridir (26).
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4.3. Helicobacter pylori’nin Yapis ve Mikrobiyolojik Ozellikleri
4.3.1. Bakterinin Morfolojisi

Gram negatif, kicuk, kivrimli, marti kanadh ve “U” seklinde basiller ile zayif f hemoliz
gorultr. H. pylori suslar sitokrom oksidaz, katalaz ve hizli Ureaz aktivites gosterirler (27,39).
Gram boyama ile genellikle soluk boyanir, karbol fuksin ile zit boyama daha belirginlestirici
olabilir. Faz-kontrast mikroskobu ile birgok Helicobacter suslarinin hareketi goralar (27).

H. pylori, basil yapisinda dort ile yedi arasinda degisebilen polar flgjellere sahip bir
bakteridir (17). H. pylori'nin iki fakli morfolojik sekli bulunur; metabolik olarak aktif,
cogalabilen spiral sekli ve kulturt yapilamayan (non-culturable) kokoid sekli. Spiral sekilden
kokoid sekline donlstim; aerobik ortam, inkibasyon siresinin uzatilmasi, yiuksek sicaklik,
PPI, aclik ve antibiyotik tedavisi gibi ¢esitli kosullar altinda gerceklestigi bildirilmistir (4). H.
pylori’nin in vitro kosullarda kiltirt yapildiginda, basil form olusur ancak uygun olmayan
kosullar altinda basil formun kokoid formuna dontsttg bilinmektedir (40). Bununla birlikte;
kokoid sekli hem in vitro hem in vivo kosullarda gézlenmistir ancak H. pylori patogenezinde
roliintin olup olmadig: tartismalidir (41). H. pylori’ nin gcevreden konaga bulas mekanizmasi
heniiz daha tam olarak bilinmemektedir, fakat H. pylori kokoid seklinin besin ve su
kaynaklarindan enfeksiyonu tasiyan bir ara¢ gibi oldugu bildirilmistir (42). H. pylori’nin
kokoid forma dénisimintin bakterinin cevreye karsi adaptasyonu ve korunma mekanizmasi
gorevi olan aktif bir slire¢ olarak gosterilmistir (43).

i. Flajellamin Y apisi

H. pylori flajeli gesitli 6zelliklerinden dolay: diger flajellerden farklilik gosterir. Tlk
olarak, protein altbirimleri olan FlaA ve FlaB’den meydana gelir. Diger hareketli bakterilerin
flajel yapilarinin tek bir protein altbiriminden olustugu gosterilmistir. H. pylori flajel
yapisinda bulunan FlaA major bilesen ve FlaB mindr bilesendir, ancak her ikiside dnemlidir
(16).

Ikinci farkli 6zellik olarak; flaA ve flaB genlerinin yamzca kromozomun farkl:
kissmlarinda lokalize bulunmalart degil kontrollerinin de farkli molekiller tarafindan
yapilmasidir. flaA geninin transkripsiyonu icin sigma faktor 28 («”®) gerekli, flaB geni icin ise
sigma faktor 54 (o) gereklidir (17). Bununla beraber; H. pylori'nin flajel yapisi ile iliskili
bircok gen bulunur. flaA, flaB, flag, fliD’nin yaminda henliz tam olarak gorevi
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tanimlanamayan diger bir gen ise flaK’dir. Flgjel genleri ve iliskili olduklar1 proteinler H.
pylori enfeksiyonuna karsi tedavi ve as1 gelistirmede hedef olarak distntlmektedir (44).

ii. Hicre Duvar Y apist

H. pylori'nin hicre duvar yapisi diger Gram negatif bakteriler ile benzerlik
gostermektedir. Hicre duvari; ic¢ (sitoplazmik) membran, peptidoglikan, periplazmik bosluk
ve dis membrandan olusur. Dig membran ise fosfolipid ve lipopolisakkarit (LPS) icerir. H.
pylori’nin dis membramnda bulunan fosfolipid kismu bakterilerde nadir bulunan kolesterol
glukozidaz icgerir. LPS ise genellikle lipid A, i¢ oligosakkarit ve O yan zincirinden
olusmaktadir (44) Hicre duvar yapist ile ilgili tim detayli bilgiler adezyon molekulleri
bolumunde sayfa 24'te yer almaktadir.

iii. Genom Y apist

H. pylori yaklasik 1.7 Mbp'lik kiicik bir genoma sahiptir (17). cag PAI 40 kb’ dir ve
kromozoma glutamaz rasemaz genin de bulunur (45). Bu segment ayrica CagA
translokasyonu icin gerekli olan T4SS'i kodlar (9). CagA, karboksi-termina degisken
bblgesinde bulunan 120-145 kDa'luk bir proteindir. cag PAI igin belirleyici olarak cagA
kullanildiginda; H. pylori cagA-pozitif ve cagA-negatif olmak Uzere iki gruba ayrilir. cagA-
pozitif H. pylori suslarimn yiksek seviyede gastrik enflamasyona ve cagA-negatif suslara
gobre daha cok virulan oldugu bilinmektedir (46). CagA translokasyonu icin diger iki faktor
ise; Cagp ve CagF oldugu bulunmustur. Cagp, CagA’ nin bakteriyal i¢ membrana gegcmesini
saglar, CagF ise CagA’nin C-terminal sekresyon sinyali bolgesi ile etkilesime giren saperon-
benzeri proteindir (47).

H. pylori’nin genomundaki degisken (plasticity) bolge, izolatlar arasinda farklilik
gosteren DNA bolgesidir. H. pylori genomundaki bu bdlge her susun genomik sekansinda
%20'den fazla farklilik gosterir; bu nedenle suslar arasinda blyik bir genetik cesitlilik
bulunmaktadir (48). Occhialini ve ark. Costa Rica da 17 gastrik kanser ve 26 gastritli hasta
grubunun degisken bdlgesinden (dupA geni icermeyen H. pylori) 20 tane open reading
frame’i aragtirarak, gastrik kanserli hastalardan izole edilen H. pylori suslarinda genellikle
jph0947 ve jph0940 bulundugunu bildirmislerdir (49). Degisken bolgesindeki bazi genlerin
veya genlerin kombinasyonunun H. pylori ile gastroduodenal hagtaliklar arasindaki
patogenezde kritik role sahip olabilecekleri distintlmektedir (50).
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H. pylori 26695 standart sus genomu; 1,667,867 baz cifti (bp) ve G+C icerigi %39
olan dairesel bir kromozomdan olusur (Sekil 2, 3). Genomdaki bes bdlge G+C kompozisyonu
acisindan onemli derecede farklilik gosterir. Bu bdlgelerden iki tanesi 1S605 insersiyon
sekansindan bir veya daha fazla kopyasini icermektedir ve bir ucunda 5S ribozomal RNA
sekanst ve diger ucunda 521 bp tekrar bolgesi (tekrar 7) bulunmaktadir. Bu iki bdlge ayrica
DNA progesi icgin gerekli olan genleri ve Agrobacterium’ da onkogenik T-DNA transferi igin
ve Bordetella pertussisin pertussis toksini salgilanmast icin gerekli olan virB4/ptl genini
icerdiklerinden dnemlidir. Diger bir bolge de 31-bp’lik direkt tekrarlardan olusan ve lateral
transfer ile meydana gelen cag PAI’yi icermektedir (36,51). Kromozomda 0.47’den 3.8 kb
kadar degiskenlik gosteren sekiz tekrar ailesi (tekrar 8) (>%97 benzer) bulunmustur. Tekrar
7' nin Uyeleri intergenik (genler arasinda) bolgede bulunurken digerleri kodlama sekanslari ile
iligkilidir ve gen duplikasyonlarini temsil ettikleri disunilmektedir. Tekrar 1, 2, 3 ve 6 dis
membran proteinlerini (OMP) kodlayan genler ileiligkilidir (36,51).

Replikasyon, hicre bolinmes ve sekresyonun temel mekanizmasim olusturan H.
pylori genomu E. coli ve H. influenzae bakterileri ile benzer bulunmustur. Ancak, dnemli
farklhiliklar da bulunmaktadir. Ornegin, H. pylori genomunda DnaC, MinC ortologu ve salg:
saperonu SecB bulunmamaktadir. H. pylori de DnaC'nin eksik olmasi ya yeni replikasyon,
hiicre bolinmesi ve sekresyonun temel mekanizmasi icin DnaB’ nin varlig: yeterli oldugundan
yada DnaC’ye sekans benzerligi olmasa bile bir ortologun bulundugu bildirilmektedir (36).

H. pylori klasik bakteriyal saperon seti (DnaK, Dnal, CbpA, GrpE, GroEL ve HtpG)
ne sahiptir. H. pylori saperon genlerinin transkripsiyonlarinin regilasyonu E .coli’ ninkinden
farklidir. E. coli’de bulunan sigma faktérlerinin (heat-shock sigma 32 ve stationary phase
sigmaS) H. pylori’de bulunmadig: bildirilmistir (36). SecA-bagimli salgi yolagina ek olarak;
H. pylori iki tane 0zel eksport sistemine sahiptir. Bir tanesi cag PAI ileiliskilidir ve digeri de
FliH, Flil, FliP, FIhA, FIhB, FliQ, FliR ve FliP ortologlarindan olusmus flajellar eksport
yolagidir (36).

Bakteriler cogunlukla yabanci DNA'lar1 degrade etmek icin restriksiyon ve
modifikasyon sistemlerini kullanirlar. Bu savunma mekanizmast H. pylori de iyi gelismistir.
On bir tane restriksiyon-modifikasyon sistemi tammlanmustir. Yapilan ¢alismalar ile bu
sistemlerin endonikleaz, metil-transferaz ve 0Ozgul sublniteler ile benzerlik gosterdigi
bulunmustur. Bu tammlanmis sistemlere ek olarak; yedi tane adenin- spesifik ve dort tane

sitosin-spesifik metil-transferaz ve bir tane de hentiz bilinmeyen molekil bulunmustur (36).
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Sekil 2. Helicobacter pylori 26695 ve NCTC 11638 standart suslarinin cagPAI bolgelerinin
karsilastirmali gbrinimt. NCTC 11638 PAI’si cagl ve cagll olmak Uzere iki 1S605
elementi icinde bolinmUstdr.

*36’1nc1 kaynaktan alinmistir.
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Sekil 3. Helicobacter pylori 26695 standart susunun dairesel genomunun gorinima

* 36’1nc1 kaynaktan alinmistir
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Sekil 4. Kromozomal organizasyon temelinde H. pylori 26695 ve J99 standart suslarimn

genom sekanslarinin Karsilastirilmast a. Genomun genis goriinimi. Dairesel gemberler en dhstaki
konsantrik halkadan numara andirilmaya baslanmustir. Dairesel gcember 1, nikleotid ve dairesel ¢gember 2, herbir
J99 ve 26695 ortologu arasinda benzer aminoaside sahiptir. Rolatif yerlesim ve her bir J99-spesifik sekans
miktart hemen ikinci dairesel gember icerisinde gosterilmistir. en genis J99-spesifik bdlge 150 bp’lik iki ayri
segementten olusmustur (b). Dairesel cember 3 (26695) ve 4 (J99) rRNA lokalizasyonu, insersiyon sekansa (1S)
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ve tekrar elementlerini géstermektedir. Dairesel cember 5(26695) ve 6 (J99) Notl bdlgelerinin |okalizasyonunu
gosterir. Dairesd cember 7 26695 ortologlar: ile karsilastirildiginda J99 genlerinin relatif transkripsiyonel
yoninu gosterir. Renksiz olan bolgeler ve translokasyonlar J99 ve 26695'te ayni relatif yénde transkribe edilir.
Genlerde inversiyon sonuclart J99' da zit relatif yonde transkribe edilir. Dairesel gcember 8, 26695 genomu yerine
J99 genom organizasyonunu gosterir. Gereksinilen inversiyonlar velveya translokasyonlar J99 icin ardarda
numara andirilmastir. b, c. @' daki dairesel cember 8 de gorilen 7-10 (b) ve 3A/3B (c) kompleks organizasyonal
farkliliklara genis bir bakis. 26695 ORF'leri bulunduklari okalizasyon ve sirada gosterilmistir (siyah numaralar).
J99 ORFleri kirmizi numardar ile gosterilmistir. Parantez icindeki ORF'ler ve diger elementler 26695'te
bulunur, ancak J99'da bulunmaz. 26695 ile >%90'in Uzerinde benzerlik gbsteren J99 segmentlerinin
organizasyonu koyu siyah c¢izgi ile bdirtilmistir. Cerceveye ainan numardlar a'da belirtilen
inversiyonlar/trans okasyonlar: gosterir. a' daki bdlgelerin boyutu megabaz (Mb) olarak gosterilmektedir.

*51’inci kaynaktan alinmistir.

iv. Ureme Ozellikleri

H. pylori'nin Uremes icin gerekli olan kosullar; %2-5 O,, %510 CO, seviyesi ve
yuksek nemdir. H; ihtiyaci yoktur ancak H. pylori Uremes icin de zarar verici degildir. %85
N2, %10 CO,, ve %5 O, den olusan standart mikroaerofilik ortamda ve treme sicakligi 34-
40°C, optimum 37 °C’de ureme gozlenir (6,8). Enkiibasyon siiresi maksimum 7-10 giindiir
(28). Pozitif olan kiltdrler 3-5 gunlik enklbasyon siresinden sonra sonug verilebilir (8).
Dogal habitat1 asidik ortam olmasina ragmen, H. pylori etrafinda olusturdugu nétrofilik bulut
sayesinde canli kalir. H. pylori pH < 4'den kadar yasayabilir, ancak Uremesi igin pH aralig1
5.5-8.0°dir (6).

H. pylori kadltrd igin secici ve segici olmayan besiyerleri kullamlmakta ve
zenginlestirilmis besiyeri ortamlarinin kullaniimasi Uremeyi artirir. Genellikle lizis olmus at
veya koyun kam veya alternatif olarak yeni dogmus veya fetal calf serum (FCS) iceren
Columbia veya Brucella agar kullanilir. Genellikle vankomisin, trimethoprim, sefsulodin ve
amfoterisin B iceren DENT supplementi ayrica vankomisin, trimethoprim, polimiksin B ve
amfoterisin B iceren Skirrow suplementi de kullanilmaktadir. Sivi besiyeri olarak genellikle
%2-10 calf serum veya %0.2-1.0 B-siklodekstrin iceren Brucella, Mueller-Hinton veya Beyin-
kalp infzyon (BHI) broth kullanilir (6).

Diger mikroorganizmalarin Uremesini engellemek icin besiyerine antimikrobiyalleri

iceren katkilar eklenmektedir. Vankomisin ya da teikoplanin Gram pozitif koklari; polimiksin
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B, nalidiksik asit, kolistin, trimethoprim ya da sefsulodin Gram negatif basilleri ve nistatin ya
da Amfoterisin B’ nin funguslari inhibe etmek amaci ile kullanildiklar: bildirilmektedir (27).
B-siklodekstrin veya I sovitaleX, aktif komr, tam kan, serum, maya ekstrakt, liziz olmus insan
eritrositi, hemin ve kolestrol gibi ortam suplementlerinin sivi besiyeri igin kullanimasi
Onerilmektedir (6,52). Ancak bakterinin sivi besiyerinde Uremesinde inokule edilen bakteri

konsantrasyonunun ve sug farkliliklarimn daroli vardir (52).
4.4. Epidemiyoloji ve Prevalans

Dunyanin farkli cografik bolgelerinde H. pylori enfeksiyonu epidemiyolojisine genel
yaklasim; diinyay: gelismis (dustk prevelans) ve gelismekte olan (yuksek prevelans) Ulkeler
olarak ikiye ayrilmaktadir. Bununla birlikte; bu ayirim birgok gelismekte olan Ulkelerdeki alt
populasyonlarin  sosyoekonomik seviyelerinin hizla yikselmesinden dolay: H. pylori
epidemiyolojisinin anlasiimasini daha da zorlastirmistir (53). On iki gelismis Ulkede
yetiskinler icin serokonversiyon oranlari 0.3-2.7 olarak ve 11 gelismis Ulkede ise
serokonversiyon oranlar: 0-1.1 olarak bildirilmistir (54).

H. pylori icin tek konak insandir ve bulas yolu henliz dahatam olarak bilinmemektedir.
Insan midesi H. pylori icin rezervuar olarak dustinilmekte ve bulas yollan olarak; 1-
gelismekte olan Ulkelerde fekal-oral yol ile; 2-gelismis Ulkelerde ise suyun tasiyiciligi ile
gastro-ora yol ile bulas oldugu kabul edilmektedir. Ancak, klltlr degil sadece molekiler
metodlar ile suda H. pylori saptanmasi bildirilmistir. Quralt ve Araujo ve ark. H. pylori’nin
kultdr, morfoloji ve molekiler metodlar ile suda var oldugunu ancak kiltir 6zdligini ve basil
morfolojisini hizli bir sekilde kaybetmesine karsin uzun sire canli olarak kaldigim ve
DNA’sinin saptanabilir dizeyde oldugunu bildirmiglerdir (13). H. pylori kultard kusmuk,
diyareli diski ve tukorokten yapilabilmektedir ve bu yollardan bulas olabilecegi
dustnilmektedir (13).

Saglik kosullarinin bozuk oldugu durumlarda enfekte ve enfekte olmayan kisileri bir
araya getiren herhangi bir aktivitenin H. pylori enfeksiyonunun prevelansinin yiksel mesine
neden oldugunu gosteren calismalar enfeksiyonun bulasiciligint vurgulamaktadir. Cocukluk
caginda kalabalik kosullarda yasamamn enfeksiyonun edinilme riski ile epidemiyolojik bir
baglantisi oldugu gosterilmistir (30). Ancak buna ragmen yas ile birlikte H. pylori
prevalansindaki artis “dogumsal kohort etkisi”, slrekli maruz kalma, disik dizeyde de olsa
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eriskin ¢aginda kazanilan enfeksiyon ile agiklanabilir. Dogumsal kohort etkisi; sdzkonusu
eriskin populasyonun cocukken enfekte oldugu zaman dilimindeki daha yiksek bulas oranini
yansitmaktadir. Y asla birlikte artis1 en iyi bu gorus aciklamaktadir (55).

Fujimoto ve ark. Japonya'nin U¢ farkli bdlgesinde yasayan saglikli cocuklar ve
yetiskinler arasinda H. pylori prevalansinin 1993’ de %68.4’ den 2002 de %52.5' e (p<0.01)
azaldigini bildirmiglerdir. Annesi H. pylori negatif ¢cocuklarin (%3.2) H. pylori pozitif annesi
olan cocuklara kars1 (%21.6) H. pylori seroprevalansinin daha yiuksek oldugu da belirtilmistir
(56). Ogrenciler ve tgretmenler arasindaki seroprevalans ayn: yastaki insanlarin olusturdugu
populasyonlar ile karsilastirildiginda H. pylori prevelansinin yiksek olmadigi gosterilmistir.
Lynn ve ark.’nin Alaska' da yasayan yerli olmayan dgretmenlerde seropozitiflik oraninin % 24
oldugunu bildirmislerdir (57). Yaslar1 1-82 olan 309 (185 erkek) Turk hastamn H. pylori 1gG
antikor seroprevalansinin 1-9 yaslar: arasinda %42’ ye; 60-69 yaslar1 arasinda %100’ e arttigi
ve 70 yas Uzerinde ise %80’ lere dustlgt bildirilmistir ve bunun sosyoekonomik ve evlilik
durumlari ileiligkili olabilecegi distnulmustur (58).

Saglikli insanlar arasinda H. pylori prevelansinin  gesitli  seviyelerde oldugu
gogerilmistir. Gelismekte olan Ulkelerde H. pylori prevelansinin yiksek olmasinin yasin
ilerlemesi, disuk sosyoekonomik durum, hijyen sorunu, kirsal bolgeler ve dogum ile iliskili
oldugu bilinmektedir. En 6énemli sonug ise; H. pylori prevelansinin ¢cocuklar arasinda artis

gostermesidir (53).
4.5. Helicobacter pylori Enfeksiyonu ve Patogenez

H. pylori enfeksiyonu klinik sonuglar1 hem konak hem de bakteriyal faktorlere baglidir.
H. pylori major kolonizasyon bdlgesi olan gastrik mukus tabakasinda kalici, devamli
enfeksiyonlara neden olur. H. pylori bir kez yerlestikten sonra, konagin yasami boyunca
gastrik mukozada yillarca kalabilir ¢linkll konagin immunolojik savunma mekanizmas: H.
pylori’yi ortadan kaldirmada basarisizdir (59).

Mide lumeni asidik bir pH’ya sahiptir. H. pylori burada ancak birkag dakika yasayabilir
ve en kisa slrede yasayabilecegi pH’'ya sahip olan mukus tabakasina ulasmalidir (59).
Flajellalar ile saglachgr yiksek hareket 6zelligi, kemotaksis ve Ureaz enzimi sayesinde mukus

tabakasina ulasir. Sllfatlanmis polisakkaritlerden olusan mukus tabakasi mide asidinden
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protonlarin diflizyonuna olanak tammakta ve tampon gorevi ile mukozal hicreleri mide
asidinden korumaktadir (17).

Kemotaksi, gastrik mukozadaki hiicreler tarafindan salgilanan karbonat ve Ure sayesinde
gerceklesir. Ureaz enzimi sayesinde bu tUreyi pargalayarak amonyak olusturur ve bu amonyak
bulutu icerisinde kendi yasayabilecegi pH’da bulunur (17). H. pylori'nin in vivo
kolonizasyonu icin gerekli olan hidrogenaz ve Ureaz enzimleri temel virulans faktorleri
arasinda yer alir. Ureaz enziminin yapisal alt birimleri UreA ve UreB’dir (60). Ureazin
enzimatik aktivitesi asidik pH yanitinda bakteriyal hicreye Urenin girisini regile eden i¢
membran pH bagimli Urel kanaliyla kontrol edilir. Ureaz'in ilk kolonizasyon asamasindaki
roli ve 6nemi hayvan modelleri ile yapilan caligmalar sonucunda; Ureaz-negatif mutant
suslarin kolonize olamadiklar: ve Ulsere neden olmadiklar: gosterilmistir (61). o-f karbonik
anhidraz cinko igeren bir metalloenzimdir. Karbondioksitin bikarbonata donisimina
katalizler. H. pylori’nin gevreye adaptasyonunda 6nemlidir (62). Ayrica H. pylori dkaryotik
Ure dongusinun anahtar komponentlerinin bazilarim (arginaz RocF) eksprese edebilir. Bu
enzimde L-argininin L- ornitine ve Ureye parcalanmasim indikler. Bu enzimde mutasyon
olmasi Ureaz aktivitesini etkilemedigi halde H. pylori’nin aside direncini énemli &lc¢lde
azalttig1 bildirilmistir (6). Mide igerisine dogru strekli eski mukus tabakalar: atilimu soz
konusu iken, H. pylori’de buna zit yonde epitel hiicrelere ulasmaya calismakta ve tirblson
benzeri hizli hareketiyle yeni tabakalara tutunabilmektedir. Epitel hiicreye ulastiginda
tutunabilmesi icin dis membran proteinleri ve diger faktorler rol oynar. Gastrik epitelde
inflamasyon submukozal doku iginde PNL ve diger immun htcrelerin infiltrasyonunun
sonucudur. H. pylori de Ureaz, VacA ve HP-NAP inflamatuvar molekillerdendir.
Kolonizasyonundan sonra kronik aktif gastritte, intragastrik dagilim ve kronik inflamatuvar
yanitin siddeti kolonize olan H. pylori susuna, konak genetik ve immun yanitina, diyete ve

mide asiti diizeyine baglidir (17).
4.5.1. Helicobacter pylori ve Virulans Faktorleri
H. pylori virulans faktorleri kriterleri;
(1) Virulans faktorunin hastalik veya diger in vivo sartlar ile korelasyonu

(2) Populasyon ve bolgeler arasinda epidemiyolojik tutarlilik olmalidir
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(3) Biyolojik olasilik olmalidir
(a) Biyolojik aktivite gen delesyonu ile azalmali veya elimine olmalichr
(4) Biyolojik aktivite tamamlayicisi (complementary) ile onarilmalidir (50).

Bircok H. pylori kolaylikla yabanct DNA'y1 icine alarak, teknik olarak kolay ve uygulanabilir
sekilde genleri nakavt yapar; dikkat edilmesi gereken nokta basit gen delesyonlari ile ilgili
genlerin nakavt edilmesi degil downstream genlerin regilasyonunun bozulmas: ile nakavt
etkisinin olusmasidir. Virulans faktorlerinin cok az bir kisminin peptik Ulser ve gastrik kanser
gibi klinik sonuclar ileiligkili oldugu bilinmektedir ( Tablo 1) (50).

22



Tablo 1. Helicobacter pylori virtlans faktorleri

Onemli virulans Hastalik Farkh bélge ve Biyolojik Virulans faktor

faktorleri/ genler | olusumuile | populasyonlarda| olarak uygun
iliski gorilen iligki iliski

AlpAB Hay1r Bilinmiyor Bilinmiyor Bilinmiyor
BabA Evet Olas Evet Olabilir
CagA Evet Bilinmiyor Bilinmiyor Olabilir
cagPAl Evet Evet Evet Evet
dupA Evet Evet Evet Evet
hrgA Evet Hay1r Hayir Hay1r
iceA Evet Hayir Hayir Hayir
jhp0947-jhp0949 Evet Hay1r Hayir Bilinmiyor
LPS Hayir Hayir Evet Hayir
NapA Hayir Hayir Evet Hayir
OipA Evet Evet Evet Evet
SabA Hayir Hayir Evet Bilinmiyor
VacA Evet Hayir Evet Hayir

AlpAB, adherence-associated lipoprotein; BabA, blood-group antigen binding adhesions; CagA, cytotoxin-

associated gene A; cag PAI, cag Pathogenicity island; OipA, Outer inflammatory protein; dupA, duedonal-ul cer

promoting gene; hrgA, analog of Mboal restriction-modification system of Moraxella bovis; iceA, induced by

contact with epithelium; jhp0947-jhp0949, H. pylori genes in the plasticity region; LPS, lipopolisaccharide;

NapA, neutrophil-activating protein; SabA, sialic acid-binding adhesins, VacA, vacuolating cytotoxin A.

* B0'inci kaynaktan alinmustir.
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4.5.1.1. Adezyon Molekiilleri

H. pylori'nin adezyon molekdlleri ile gastrik mukozaya aderansi, insan gastrik
mukozasinda uzun slreli kalict kalmasinda ve baslangic kolonizasyonunda 6nemlidir.
Genom analizleri tamamlanmis olan standart H. pylori suglari (26695, J99, HPAG]) ile
yapilan calismalar sonucunda H. pylori genomunun yaklasik %4’ Gnl olusturan bes ana
OMP leri bildirilmistir. H. pylori’ de bu aileler icerisinde OMP Uyeleri arasinda ilk karakterize
edilen buyuk bir UOyesi olan Helicobacter dis membran proteinleridir (Hop). Hop ailesi
icerisinde, bazi OMP leri; kan grubu antijen baglayan adezin (blood group antigen binding
adhesin) (BabA), sialik asit baglayan adezin (sialic acid binding adhesin) (SabA), aderansiile
iliskili protein (adherence-associated lipoprotein) (AlpA ve AlpB), dis membran inflamatuvar
protein (outer membrane inflammatory protein) (OipA) ve HopZ adezyon molekilleridir
(63,64).

Fukosillenmis ABO kan grup antijenleri ve siyalil-Lewis x (sLe*) ve siyalil-Lewis a
(sL€”) antijenleri H. pylori aderansinda fonksiyonel reseptorlerdir. Bu reseptorler ABO
antijenleri ile ilikili ve lewis b antijenine (Le") baglanan BabA ve sLe* SabA tarafindan
taninir (63). AlpAB, OipA ve HopZ icin reseptorler heniiz daha bilinmemektedir (63).

Sekil 5. Helicobacter pylori kolonizasyonu ve aderansinda rol alan virulans faktorleri. Pe:
Fosfatidiletanolamin; HopZ; OipA: outer membrane inflammatory protein; iceA: induced by contact
with the epitdium; Hemoalizin; TlyA; Hpl086;Fli Q, Fli M,Hi S; CagE; CagP; DAF: decay-
accelerating factor; SabA: sialic acid binding adhesin; BabA; blood group antigen binding adhesine;
AlpAB: adherence-associated lipoprotein A.
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4.5.1.1.1. Kan Grup Antijen Baglayan Adezin (BabA)

BabA orijin olarak L€° antijenine bir adezin baglayici olarak tammlanmaktadir. H-1
antijeni ABO kan grup sistemlerinden O fenotip kan grubu olarak tarimlanan karbonhidrat
yapisidir. Difikolize olmus Le°, H-1 rezidusii olan fukoz (Fuc) dalimn eklenmesiyle
olusmaktadir. A ve B kan grubu olarak tammlananlar antijen fenotipleridir ve terminal- N-
asetilgalaktozamin (GalNAc) ve H-1'in ve Le” nin, A-Lewis b (AL€®), B-Lewis b (BL€")
antijenlerinin galaktoz alt birimlerini olusturmaktadirlar (63).

Gastrik mukozada sekretuvar pozitif bireylerde Le® dominantken, sekretuvar negatif
bireylerde ise Le* dominant bulunur (63). Sekretuvar ve non-sekretuvar terimleri Kisilerin
tukUriklerinde bulunan bazi maddeler gibi salgilamp salgilanamama kapasitelerini belirtir.
Sekretuvar pozitif bireyler tikirikte ABH, Le”, Lewisy (Le’) sekretuvar negatif bireyler ise
Le®, L€ antijeni salgilarlar (63, 65).

H. pylori 26695 J99 ve HPAGl suslarimin her biri  bir babA alleli
(HP1243/JHP0O833/HPAG1_0876) ve bir babB alleline (HP0896/JHP1164/HPAG1_0320)
sahiptir. Bu Ug sus arasinda babA ve babB genlerinin genomik lokasyonlar farklidir. J99
susunda, babA J99 spesifik gen (JHP0833) ile hypD (JHP1165) nin downstream bolgesi
arasindadr, ve babB (JHP1164) ise s18 (JPH1165) downstream’ inde bulunur. 26695 susunda;
babA (HP1243) ve babB (HP0317) nin lokalizasyonu terstir. hypD ve s18’in downstream
kromozomal lokalizasyonu sirasi ile lokus A ve lokus B olarak tanmmlanir. 26695 susunda,
fonksiyonu bilinmeyen babA ve babB homolog OMPs kodlayan bir gen babC (HP0317)
identifiye edilmis ve lokalizasyon bdlgesi lokus C olarak tanimlanmistir. HPAG1 susunda
babB geni lokus C'de ve babC geni ise lokus B’de lokalize oldugu bildirilmistir. Gen
aktivasyonu calismalar: sadece bir genin (babA2) Le° antijen-baglama aktivitesine sahipken
diger genin (babAl) sahip olmadigim ve babAl'in lokus B’de lokalize oldugu babA2
lokusunun ise henliz daha belirlenemedigi bildirilmistir (63). H. pylori J99 susunda BabA’nin
eksprese edildizi ve L€ antijenine baglandigi; H. pylori 26695 susunda ise BabA
saptanabilecek diizeyde eksprese edildigi fakat Le™ye baglanamadigi bildirilmistir (66).
Ancak Colbeck ve ark. H. pylori J99 ve 26695 suslarinin komplementer lokuslarinda babA ve
babB icerdigini in vitro RecA bagimh rekombinasyon calismasi ile gostermislerdir (64). Ug
bab alleli vardir: BabAl, BabA2 ve BabB, bunlardan yamzca BabA2 Leb’ye
baglanabilmektedir (67). babA ve babB allelik gruplar1 birbirlerinden bagimsizdirlar ve her
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bir allelik grup kendi icinde cografik varyasyon gosterir (68). Ornegin, CCUG17875 referans
susu BabA adezini tarafindan eksprese edilen babA2 ve tamamlanmamis sinyal peptidi
nedeniyle sessiz olan babAl olmak Uzere iki babA geni icermektedir. babB geni 5 ve 3
ucunda babA ile yiksek homoloji gosterirken reseptor baglanmasinin spesifikligini belirleyen
babA merkez bolgesi ile homoloji gostermez (63,69). Colbeck ve ark. H. pylori susu J166 ile
enfekte Rhesus macaques' da H. pylori’ de gen konversiyonu gozlemislerdir. inokule edilmis
J166 susunda J99 gibi aym kromozom lokusunda babA ve babB icermektedir fakat
enfeksiyon sonrasinda tekrardan izole edilen suslarin cogunda babB'’ nin ikinci bir kopyasi ile
babA yer degistirmektedir. Enfeksiyon sonrasi izole edilen bu suslarin bir kisminda babA’ nin
eksprese edilmeme nedeni olarak 5 sinyal peptit sekansinda sistein-treonin (CT) dinikleotid
tekrarinin sayisindaki degisiklik oldugu bildirilmistir. Bu sonug, bazi insan suslarinda babA
olmamasinin kaniti olabilir ve bu rekombinasyonlarin maymunlarda selektif baski yanitini
olusturabilecegi gibi aym yamtin insanlardan izole edilen H. pylori klinik izolatlarda da
gorilebilecegidir. Faz varyasyonuna izin veren CT dinikleotid tekrarlar 6zellikle babB ve
babB lokusunda bulundugu zaman babA’'da 5’ kodlama bélgesinde sik olarak gozlenmektedir
(64). BabA2' nin Ulser ve gastrik karsinoma icin yutiksek risk olusturdugu ve vacAsl ve cagA
genotipiyle guclu iliskisi oldugu gosterilmistir (67). babB’ninde icinde bulundugu hop genleri
frameshift mutasyonlarina egimlidirler ve hop gen ekspresyon bdlgesinde tekrarlayan sekans
motifi icerirler. bab geni; iki babA ve bir babB geni iceren CCUG17875 susundan
klonlanmustir. babA genleri sessiz babAl geni ve babA2 geni eksprese eden CCUG17875
susundan klonlanmgtir. Bu iki genin sekans sonuclarindaki tek fark translasyonel baslangic
kodu olan 10 bp’'lik sinyal peptit sekansinin babAl'de elimine olmasidir (63). H. pylori
suslari ileiligkili birgok hastalikta BabA adezini eksprese edilir (69).

H. pylori ile enfekte hicreler tarafindan Uretilen inflamatuvar yanitlar ve efektor
molekdller, enfeksiyon esnasinda loka gastrik cevredeki degisikliklere neden olurlar. H.
pylori’ nin yasamini strdurebilmek icin bu degisikliklere adapte olmasi gerekmektedir. H.
pylori populasyonunda yiksek genetik cesitlilik ve suslar arasinda ve suslar icinde yiksek
diizey rekombinasyon gozlenmektedir. Bu genetik ¢esitlilik bakteriyal fenotip heterojenligini
aciklamaktadir ve herhangi bir bakteriyal irkin subklonlari persistan enfeksiyonun akut ve
kronik fazinda mukozal glikolizasyon paternindeki degisiklikler gibi konak cevredeki
degisikliklere adapte olabilmektedir (69).
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Gastrik mukozay: kaplayan mukus jel tabakasini olusturan gastrik mukoza hiicreleri
misin sagilar (63). Saglikli midede yizey epitellerden ve glandlerden MUC5AC musini
sadece glandlerden MUC6 muasini dretilir (63,70,71). H. pylori enfeksiyonda MUC2 ve
MUCSB gibi diger musinler salgilanabilir. Musinlerin - molekiler agirligimin %50 den
fazlasim karbohidratlar olusturur ve her bir musin 100 farkli oligosakkarit yap tasiyabilir.
Karbohidrat yapilar hiicre ylzeyini kaplar ve patojenik mikroorganizmalar icin reseptordir ve
salgilanan misine baglandiginda patojen mikroorganizma icin tuzak reseptorler gibi rol oynar.
Mulsin ekspresyon profili dokular arasinda degisiklik gosterir. Oral kavitede MUCS5B ve
MUC7 major salgilanan misinlerdir ve mukus polimer matriksinin mtsin benzeri tikarik
aglutinin komponenti ile birlikte bulunur. Tukurdk misinleri hem sllfatlanmis hemde
sidillenmis durumdadir, ancak saglikli midenin gastrik musinleri ¢cok diusik dizeyde bu
yapilart eksprese eder. Hastalikta hem silfatlanmis hemde sialillenmis yapilar midede
goralr. H. pylori saglikli bireylerde nétral pH’da insan gastrik MUC5AC’ ye baglanan H.
pylori konak misininde bulunan L€’ ve bakterideki BabA'ya baglanirken; H. pylori ile
enfekte gastrik dokuya baglanmasinda konak dokudaki sLe" ve bakterideki SabA ile etkisini
gosterir (37). H. pylori, gastrik H. pylori enfeksiyonu olan ve olmayan kisilerde oral kavitede
saptanmig, midelerinde ve tukdriklerinde birden fazla susun aym anda bulunabilecegi
bildirilmigtir. Ora kavitenin rezervuar ve giris kapisi olabilecegi dustnilmektedir. H.
pylori’ye karst korumada tikurtk ve mukus énemli rol oynar. Tukirik miktart azalmas: ve
ekzokrin bezlerin otoimmun parcalanmasinin gézlendigi primer Sjogren Sendromunda (SS)
H. pylori prevalansinda artis bildirilmistir (70).

Protein Uretimi BabB geninin 5 ucunda CT dinikleotid tekrarlar sayisina bagli olarak
switch on-fonksiyonel, switch off- nonfonksiyonel faz varyasyonu ile gerceklesir (63,64).
Backstrom ve ark. Le baglanamayan suslarin genellikle babB lokusu icine rekombinasyonu
ile aktive olabilen sessiz babA gen sekanslarint bildirmislerdir ve cogu sus Le” ye ek olarak
A-L€” ve B-Le”ye baglanabilen “generalist” sus oldugu halde ozellikle Giiney Amerika
Kizilderilileri arasinda predominant birkag susun ise sadece Le™ ye baglanabilen “specialist”

sus oldugunu gostermislerdir (69).

BabA ekspresyonunun transkripsiyon ve translasyon seviyelerini igeren regilasyonu
icin ¢esitli mekanizmalar bildirilmektedir. Translasyonel regulasyon da proteinlerin kimerik

olusumunun 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (63). Kimera olusumunu 42 H. pylori klinik
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izolatlarinin iki (%5)’'sinde 5 bdlgesinde babB'nin 56 bp’lik babA geni (babA/B kimera) ile
yer degistirdigini; H. pylori’de gen konversiyonu sikligini (10®) ve bu durumun recA bagimii
ve DNaz direnci sonucu intragenomik rekombinasyonu gosterdigi ve de babA/B kimeralart H.
pylori enfeksiyonlu Rhesus maymunlarinda da bildirilmistir (63).

Klonlanmis CCUG17875 susunda babAl yerine babA2'nin transkribe edildigini ve
babA transkripsiyonunun babA promotorunun -10 ve -35 bdlgesi icerisinde bulunan adenin
[poly (A)] nukleotidleri sayisi ile reglile edildigini bildirmislerdir. babA2 sekansindaki -10 ve
-35 bolgesi E.coli " promotoru ile yiiksek homoloji gésterir. Bu bdlgenin adenin sayisi 10
(babA2) ise kararli fakat adenin sayisi 14 (babAl) ise fonksiyonunu kaybettigi gosterilmistir
(63).

4.5.1.1.2. Salik Asit Baglayan Adezin (SabA)(HP0725)

H. pylori'nin alyuvara baglanmasim dizenleyen bakteriyal ylzey proteinidir ve H.
pylori’nin konak aderansi icin fonksiyonel reseptordir (71). H. pylori sialik-asit baglanan
proteinlerden iki tane tamumlanmustir; sialik asit baglayan protein SabA ve
NeuA ca3GalP4GIcNACB3GalB4GIcNAc-baglayan notrofil aktive eden protein HP-NAP.
SabA, H. pylori bakteri hiicresinin gangliositlere baglanmasindan sorumlu olan tek faktérdr.
H. pylori baglanan gangliositlerden bazilar1 insan nétrofillerinde de bulunur. Sialillenmis Le*
ve Le" benzeri glikanlar ile baglanmasinda kullamilan epitop NeuAca2-3Gal olarak
karakterize edilmistir. H. pylori NAP siyalik asit baglama 6zelligi gbstermektedir (72).

Saglikli midede bulunan misinlere SabA’ nin baglanmadigi saptanmustir ve H. pylori
ile enfekte gastritli bireylerdeki gastrik musine baglanma disik miktardadir (70). Insan
benzeri rhesus maymun modelinde bltin enfekte hayvanlarda H. pylori enfeksiyonunun
birinci haftas icerisinde sialillenmis Lewis antijenlerinde gucli bir artis gdzlenmektedir fakat
bu 6nemli degisikligin kronik enfeksiyonunun 10'uncu haftas icerisinde inokulasyondan
Onceki dizeye geri dondigi gozlenmistir. Bu adezinin kronik enfeksiyon erken tamsinda
onemli bir rol oynayabilecegini gdstermektedir (70).

Gangliosidlere ve ekstraselliler matrix proteini laminine baglanma ile iligkilidir
(6,73). SabA genin 5" bolgesinde yer alan CT tekrarlayan motif icerisinde “kayan iplik tamir
(dipped strand mispair repair) mekanizmas” ile regule edildigi bildirilmektedir. SabA
ekspresyonu pH 5'te azalir ve intestinal metaplazi ve gastrik atrofide ylUkselir. SabA membran
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baglanmasinda gorevli sialil-di-Le’® glikosfingolipidlere baglanma ile selektin mimikrisi
yapar. SabA “on”, HopZ “off” veiceAl (induced by contact with the epitelium) alleli mevcut
oldugu durumda MALT lenfoma riski artist bildirilmistir (73). SabA bulunmayan mutant ve
wild-tip (Wt suslar) suslarda notrofil aktivite kapasitesi yoktur ve H. pylori’nin baglandig:
salillenmis notrofil reseptorlerinin; bakterinin aderans, fagositozu ve oksidatif patlamanin
indiklenmesinde 6nemli rol oynadig: bildirilmistir. Unemo ve ark. SabA adezinlerinin insan
notrofillerinin opsonik olmayan aktivasyonunda reseptér baglayict ve oksidatif patlama
arasindaki baglantinin G protein baglayict sinyal yolagi ve fosfatidilinositol-3 kinazin
downstream aktivasyonu ile iliskili oldugunu bildirmiglerdir (72).

sabB geni SabB proteinini kodlar. SabB hakkinda az bilgi olmasina ragmen, SabA’ nin
homologudur (74). SabA ya da SabB eksprese edilmedigi “switch off” durumlarda aderans,
kolonizasyon yetenegi, bakteriyal dansite ve enflamasyonun indiklenmesinin azaldigi
bildirilmistir (75). de Jonge ve ark. Hollandal1 hastalarda sabA’ nin degil, sabB geninin kapali
oldugu, eksprese edilmediginde “switch off” da gastrik Ulserle degil duedonal Ulser ile iliskili
ve hastalik seyrinde bir belirleyici oldugu bildirilmistir (74). Doksan alti hastada (dokuz
gastrik kanser, 28 duedonal Ulser, 21 gastrik Ulser, dokuz lenfoma, 29 gastrit) 7+3 CT
tekranimn SabA veya SabB eksprese edildigi “switch on” sattst ile iliskili oldugu
gogterilmistir (69,73).

4.5.1.1.3. Dis Membran /nflamatuvar Proteini (OipA) (HopH) (HP0638)

Batun H. pylori suslarinda bulunmakta fakat ekspresyonununda suslar arasi varyasyon
bildirilmektedir (76). Gastrik epitel hicrelere baglanmada rol oynayan spesifik reseptorler
hentiz tantmlanmamustir. OipA’'min 5 ucunda “kayan iplik tamir (slipped strand mispair
repair) mekanizmas” ve cerceve kaymas: mutasyonlart olmaktadir (16,77). Gastrik epitel
hicrelerde interlokin 8 (IL-8) Uretimini stimule edicidir (16,78). IL-8 Uretimine etkisinin yan
sra interlokin 6 (IL-6), RANTES ve metalloproteinaz 1 (MMP-1) Uretiminde rol oynar (78).
OipA’nin fonksiyonu hala daha tam olarak bilinmemekle birlikte, OipA’nin ekspresyonunun
cagPAl, VacAsl ve BabA2 virulans faktorleri ile iligkili oldugu dustntlmektedir (23,76,79).
babA ve oipA eksprese eden H. pylori’nin mukozal hiicre enflamasyonu ile iliskili oldugu,
peptik Ulser ve gastrik kanser riskini arttirdigi bildirilmistir (73).
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hopH mutant suslar1 wild-tip (Wt suslar) suslara gore gastrik epitel hiicreye daha distik
aderans gosterir ve hopH geninin komplementasyonu hopH mutant H. pylori’nin aderans
Ozeligini tekrar kazandirir (23). oipA mutant cagPAI pozitif H. pylori suglarinin Mongolian
gerbillerde kolonizasyon yetenegini zayiflattigi bildirilmistir (77).

Bitin H. pylori suslarinda OipA proteinini kodlayan gen bulunur ancak sabA’da
oldugu gibi, genin 5’ bolgesinde yer alan CT tekrarlayan motifleri “kayan iplik tamir (slipped
strand mispair repair) mekanizmasi” ile regile edildigi bildirilmektedir (73,74). OipA’'da, CT
tekrarimn duedonal Ulser gelisimi ileiligkili oldugu bildirilmistir (74).

OipA ve cagA’'nin IL-8 promotorunun aktivasyonu igin gerekli oldugu, STAT 1
fosforilasyonu ve interferon regulatér faktor 1 (IRF1) yolagi ile IL-8 sekresyonunu artircigi
bildirilmistir (6,23,79,80). Gerbillerde OipA-negatif suslarin gastrik kanseri uyarma
yeteneklerinin azaldigi saptanmustir (80). HP0638’ e sahip “switch on” (eksprese eden) Bati
suslarda 6, 5+2 ve 9 CT tekrar paterninin dominant oldugu, HP0638 sahip olup ancak “switch
off” (eksprese edilmeyen) olanda ise 7 ve 8 CT tekrar paterni oldugu; Dogu Asya suslarinda
ise <5 CT tekrar icerdigi bildirilmistir (68). de Jonge ve ark. OipA ekspresyonu ile klinik
yaklasim arasinda anlamli bir fark bulamanmuglardir (74).

4.5.1.1.4. Aderans-/liskili Lipoprotein A (AlpAB)

Gastrik kolonizasyon igin efektor bir proteindir (81,82). alpA ve alpB genleri operon
bolgesinde bulunurlar ve ko-transkribe edilirler. Bu genlerin parafine gomuli doku
kesitlerinde H. pylori baglanmasini bloke eden AlpA flizyon proteinlerine karsi antiserum ile
H. pylori preinkiibasyonunun calisildigi deneylerde adezin proteinleri  kodladiklar:
bulunmustur. alpAB veya alpB’'nin eksprese edilmedigi “switch off” durumlarda parafine
gbmilt dokularda epitel hiicreye aderans azaldigi, alpA ve alpB gen Urtnlerinin aderans
fenotipinde 6nemli oldugu bildirilmistir. Ancak, in vivo kosullarda gastrik epitel hlcre
aderansindaki rolleri bilinmemektedir (83).

AIpA tipik lipoprotein sinya sekansi, AlpB ise karakteristik standart sinyal sekansi
tasir. Konak hiicre ile H. pylori arasindaki baglanmada rol alan reseptor tam olarak
tanimlanamamistir (81). AIpAB, enfeksiyonun ilk l¢ ayinda insan gastrik dokusunda in vivo
transkribe edilir ve enfeksiyonun erken asamasinda rol oynamasi nedeniyle profilaktik as1 icin
Onemi dusunulmektedir (82). Lu ve ark. C57B/6 farelerinin midelerinde zayif kolonize olan
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alpA/alpB’ den yoksun mutantlarin hiicresel bagisiklikta gelismis olabilecegini ve alt mukozal
seviye proinflamatuvar efektorleri olan KC ve IL-6 ile iligkili olabilecegini alpA/B genlerinin
delesyonu durumunda AGS (human gastric carcinoma cell line) hicrelerinde Bat1 suslarinda
degil Dogu Asya suslar1 ile gelisen enfeksiyon da IL-8 uyarimini azalttigini bildirmislerdir
(83).

4.5.1.1.5. Epitdl Kontag: ile Olusan Gen A (iceA)

H. pylori ve insan epitel hiicresi arasinda iceAl ekspresyonu upregile olur; iceAl ve
iceA2 genin allelik varyantlanidir. H. pylori patogenezinde iceAl’in roll henliz daha tam
olarak bilinmemektedir ve genellikle fonksiyonel protein kodlamaz (16). iceAl ekspresyonu
konak hiicre mukozal yanti ile iligkilidir. iceA2 ekspresyonu tekrarlayan protein yapisinda
fakat bilinen proteinler ile homolojiss olmayan gen yapisi ile etkilesime girebilecegi
bildirilmistir (67). Diger bakterilerin restriksiyon endonikleaz genleri ile homolojiye sahiptir.
Restriksiyon endoniikleaz enzimi yabanci bakterilerin DNA’larin par¢alayan bir savunma
gjanmdir ve genellikle patogenez ile iliskili degillerdir (16). Peptik Ulser ile iligkili olan iceAl
pozitif susta IL-8 Uretimi artmaktadir (67). iceAl suslarinin duodenal Ulser ve gastrik kanser
ileiliskisi oldugu belirtilmistir (8,16). Buna karsin, iceA geni ile iliskili hastaliklarda bulgular
farkli olabilir. Ancak, iceAl ile birlikteligi olan, bltun restriksiyon enzimlerin de bulunan ve
restriksiyon enzim aktivitesinden kendi DNA’larini koruyabilmek icgin spesifik metilaz ile
iliskisi olan metilaz hpyIM’nin ekspresyonu 6nemli olabilir. H. pylori’de iceA2 geninde
bulunmayip iceAl geninde bulunan metilaz geni hpylM’nin yiksek ekspresyonuna sahiptir
(16). iceAl genotipinin vacA sl ve vacA ml allelleri ileiliskili oldugu gosterilmistir (68).

4.5.1.1.6. Decay Akselere Edici Faktor (DAF) (CD55)

Komplemanin intrinsik regilatori olan DAF epitel hiicreyi kompleman aracili lizisden
koruyan bir protein ve bakteriyal patojenler icin reseptérdir. DoOrt sirekli, 60 aminoasit
uzunlugunda tekrarlayan kompleman kontrol protein tekrari (CCP) iceren 70 kDa'luk bir
glikoproteindir (84). Glikosilfosfotidilinositol kdk ile membrana bagimlidir (78,80). H. pylori
de reseptor olarak DAF proteini rekombinant hilicre modelinde gosterilmistir. Mikrobiyal
gastrik epitel hicre etkilesim modelinde, H. pylori’nin DAF ekspresyonunu indikledigi ve
knockout farelerde bu etkilesimin basindan sonuna kadar kullanildigi bildirilmistir (84).
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gastrit  ile

karsilastirildiginda duedonal Ulser ile 6nemli bir iliskisi oldugu bildirilmistir (50).

jhp0947-jhp0949 genlerinin (ki  bunlar  birbirlerine bagldir) varhg,
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terminal peptit sekans, HopA, HopB, HopC, HopD, HopE (soldan yukart); HopD, HopA, HopC,

HopB, HopE, HopD, HopA, HopC, HopB, HopE (soldan saga)

Sekil 6. Helicobacter pylori dis membran proteini ailesi Gyelerinin multiple sekans dizisi. N-
* 36’1nc1 kaynaktan alinmstir.



4.5.1.1.7. Diger Faktorler

Fosfatidiletanolamin (PE) (HpaA) H. pylori katalazinin PE reseptdrine baglandigi
19.6 kDa luk korunmus bir proteindir ancek adezin olup olmadig: tartismalidir (84). a-B-
karbonik anhidrazlar (CA) ¢inko iceren bir metaloenzimdir ve karbondioksitin bikarbonata
donusmesinde rol oynar. Cevreye karsi adaptasyonda 6nemli oldugu ancak kolonizasyondaki
roli bildirilmemistir. 26695 susunda HPOO4' U gosteren open-reading frame - CA tip
enzimini kodlar. Bu enzim E.coli CynT ile % 30 ve H. hepaticus un B-CA’si ile % 48.5 lik
benzerlik gostermektedir. H. pylori 26695 susu ORF HP1186 tarafindan kodlanan a-CA tip
enzime sahip bakterilerden biridir ve bu enzim Neisseria gonorrhoeae’ nin a-CagA'’si ile %24,
H. hepaticus un a-CagA’s ile %28 benzer rezidiler tasimaktadir (62). Hemolizin TIyA
(Hp1086) por olusturan sitolizin ortologudur ve mutasyon oldugunda aderans ve hemolitik
aktivite azalmaktadir. cagPAI genlerindeki 6zellikle cagE, cagP mutasyonlarinda aderansta
azalma gozlenmektedir. cagP nin fonksiyonu belli degildir ancak cagE IL-8 indiksiyonunu
saglamaktadir. Flajellar biyosentetik protein fonksiyonu gosteren FliQ ve FIiS, flajellar motor
switch protein fonksiyonu gosteren FliM’de herhangi bir mutasyon olursa aderansta azalma
gbzlenmektedir (85). HorB (HP0127) proteini, horB geni tarafindan kodlanan diger bir dis
membran proteini ailesi Uyesidir; bu genin inaktivasyonu bakteri kolonizasyonunun, farelerde
LPS O-zinciri ve Lewis antijenlerinin ekspresyonunun azalmasina neden oldugu bildirilmistir
(68,86). Benzer sekilde, tip-a geninin nakavt yapilmas durumunda gastrik fare mukozasina
kolonize olan H. pylori’lerin azaldigi ve Tip-o’'min ayrica IL-1o ve timor nekroz faktor
(TNF)-a gibi proinflamatuar mediyatorlerin salimmim uyardigr saptanmustir (80). hopZ
genine sahip H. pylori suslar1 gastrik epitel hiicreye adere olur. Bu bakteri ylzeyinde HopZ
proteinin lokalizasyonu ile koreledir (74). hopZ geninin 5 bdlgesinde yer alan CT tekrarlayan
motif icerisinde “kayan iplik tamir (slipped strand mispair repair) mekanizmas” ile regule
edildigi gosterilmistir (73,74) Ayrica HopZ mutant susunda gastrik epitele baglanmanin
azaldig1 ve gastrik dokuya H. pylori tropizmini dizenledigi bildirilmistir (85). de Jonge ve
ark. hopZ ekspresyonunun klinik yaklasim ve cag PAI varhig: ile iliskili olmadigim
gogtermislerdir (74).

4.5.1.2. Vakuol Olusturan Sitotoksin A (VacA)

Bitlin H. pylori suglarimin yaklasik % 50'si in vitro kosullarda epitel hicrelerde

vakuolizasyonu uyaran onemli derecede immunojenik olan VacA proteini 140-kDa luk
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protoksine benzer ve salgilandiginda 88-kDa olgun forma doénusir (6,86). Terebiznik ve ark.
VacA bagimli H. pylori’nin lizozomal yolaginda bakterisidal komponentlerden bakteriyi
koruyan, bakterinin hayatta kalmasini destekleyen ve kalici enfeksiyon olusmasinda yardimci
bir vakuol icerdigini bildirmislerdir (86). Salgilanan VacA toksini (88 kDa) anyon segici
membran kanallarinin olusumu icin dizlemsel bilayer yag tabakalarinin i¢ kismina
yerlesebilmektedir. Bu kanallarin olusumunun sitotoksik aktivite icin gerekli oldugu
bildirilmigtir (79). VacA hicre membraminda por olusturarak konak hicreden dre ve
anyonlarin salimmunt uyarir (Sekil 7) (6). Geisse ve ark. VacA’nin lipit tabakasina etkin bir
sekilde baglanmasinda kolestroliin gerekliligini gostermislerdir. VacA ayrica kolesterol,
sfingomiyelin ve dioleoilfosfatidilkolinden olusan iki katmanli yapi ile etkilesim halindedir ve
genellikle sfingomiyelince zengin bolgeleri hedef aldig: bildirilmistir (87).

vacA geni en az iki degisken bolge icerir. s bolges (sinyal peptiti kodlayan bolge) sl
ve S2 allel tipleri ile bir arada bulunur. Alttipler olan sla, slb ve slc ise sl tip suslar olarak
tanimlanmistir. m (middle/orta) bolgesi ise ml veya m2 alle tiplerinden olusur (45,68).
Genellikle, s1/m1 ve s1/m2 tiplerini iceren suslar sirasiyla yiksek ve orta seviyede toksin
Uretirler (45) Birgok vacA sl susu cagA pozitiftir ve bircok vacA 2 susu ise cagA negatiftir
(68). vacA sl- ve cagA-pozitif genotiplerin gastrik kanser gibi baz: klinik sonuclar ile 6nemli
iliskisi oldugu bildirilmistir (45).

Membran kanallarinin yan sira, VacA’nin reseptor benzeri tirozin fosfataz proteinleri
(RPTPs) olan RPTPo ve RPTPB’ ya baglandigi bildirilmistir. Bu etkilesimin peptik Glser
olusumuna yardimcr oldugu dustntlmektedir (88). VacA'nin RPTP-B’ya baglanmasi hiicre
vakuolizasyonuna neden olur ve Gitl fosforilasyonuyla sonucglanan sinyal yolagini aktive
eder. Vakuolizasyon ve Gitl fosforilasyonuna neden olan RPTPB nin hiicre disi bolgeleri
tammlanmistir (79). Ayrica, VacA proteinin hem m1l hem m2 formlarimn RPTPa ve
RPTPp’ya baglanabildigi gosterilmistir. RPTP molekulunin ekstraselller domainleri farkl:
hiicrelerde diferansiyel post translasyonel modifikasyonlar (glikolizasyon) gecirirler ve bu
modifikasyonlarin VacA’mn baglanma aktivitesini etkiledigi bilinmektedir. Bu nedenle,
VacA’ mn ml veya m2 formlarina karst hicresel yamtinin bir kismunin en azindan RPTPs
post-translasyon modifikasyonlari ile kontrol edilebilecegi dustntlmektedir (88).
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Sekil 7. VacA’nin hiicre igerisine girisi ve indikledigi sinyal yolaklar
*6’1inc1 kaynaktan alinmustir.

Torres ve ark. VacA'nin iki domaini olan p33 ve p55'in birbirleri ile molekiller arast
etkilestigini ve bu molekuller arasi etkilesim ile baglanmada, hiicreye alinmada ve VacA’ nin
vakuol olusturma aktivitesindeki rollerini bildirmislerdir (89). Epitel hicrelerin ylzeyine p33
ve p55 domainlerinin tek tek baglandiginda, vakuolilin sitotoksik aktivite gostermedigi; buna
karsin, domainler beraber baglandiginda p33/p55 protein  kompleksinin  hicre
vakuolizasyonunu indikledigi gosterilmistir (79). Olusturulan VacA modelinde p55
monomerlerinin - membran por olusumunda oligomerler icinde bir araya geldikleri
bildirilmistir (80). VacA’'min p33 domaini anyon segici membran kanal olusumu icin gerekli
hidrofobik bir amino terminal bdlge icerir. Bu bdlge cogunlukla transmembran
oligomerizasyonuna arabuluculuk eden tic GXXXG sekans motiflerini icerir (79). Kim ve ark.
olusturduklar:t hekzamerik VacA anyon secici membran kanallarinin yapisal modelin de
GXXXG motifinde bulunan glisin (Gly) rezidilerinin kanal olusumununda Alanin veyaValin
zincirlerine karst baglandiklart bildirilmis, ayrica, Gly-14 ve Gly-18 rezidulerinin ise
membran kanallarinin yapisinda en kuvvetli baglar oldugu, bu rezidulerin vakuol olusturan
sitotoksik aktivite ve VacA membran kanal olusumu igin dnemli olduklar: saptanmistir (90).

VacA'nmin gastrik epitel hicrelerdeki  etkisinin yam sra salgilanan VacA'min
granulosit, monosit gibi hicre tiplerinde derin dokular icine penetre oldugu bildirilmistir (6).
VacA'nin ilk olarak Racl GTPaz ile kontrol edilen filamentoz aktin (F-aktin) yapisinin
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altindaki plazma membran bdlgesine baglandigi; daha sonra klatrinden bagimsiz Cdc24 ile
kontrol edilen erken endositik kompartman icinde pinositoz edildigi ve vakuol olusumunu
uyaran ge¢ endozom olusturdugu bildirilmistir (88). CD2-associated proteininin (CD2AP)
VacA iceren erken endozom ile F-aktin arasinda kopri olusturdugu, F-aktin yapisini
dizenledigi, VacA’'min erken endozomdan geg endozoma transferi igin gerekliligi ve VacA’
nin erken endozom olusumunda dinamik F-aktin yapisina gereksinim gosterdigi bildirilmistir
(80). H. pylori epitel hiicre kiltur islemlemesinde kullanilan Golgi pargalama ajan: Brefeldin
A (BFA)'min VacA’'min indikledigi hlicre vakuolizasyonunu artirdigi ve ayrica VacA’'nin
dusik toksik formlari ile hiicresel vakuolizasyonu indikledigi gosterilmistir (79).

VacA, T hucrelerinin proliferasyonunun inhibisyonunda rol alir. Transforme T hiicre
hattinda, VacA optimal T-hlcre aktivasyonu icin gerekli olan transkripsiyon faktort nikleer
faktor-kB aktivasyonunu (NFAT) inhibisyonu ile T-htcres canliligi ve proliferasyonu igin
gerekli olan interlokin-2 (IL-2) salintmuri bloke eder. Sundrud ve ark. VacA’'nin NFAT
aktivasyonu ve |L-2 ekspresyonundan bagimsiz mekanizmalar ile aktive CD4+ T-hlicrelerinin
proliferasyonunu inhibe ettigini gostermiglerdir (91).

VacA sitozol igine geger, sonra mitokondri i¢ membraninda toplanir ve endojen
mitokondri kanallari aktive olur, bdylece apoptoz uyarilir. VacA’ nin proapoptotik etkisi hiicre
tipine baglidir ve gastrik epitel hiicrelerde sinirli kalacagi distnilmektedir. CagA’dan farkli
olarak VacA'nin T hicre apoptozunu uyarmadigi ve T hicre proliferasyonunu 6nemli
derecede azaltmasi nedeniyle H. pylori enfeksiyonu patogenezinde roll olabilecegi
bildirilmistir (6). VacA, mitokondriden sitokrom-c salinimim Bax ve Bak pro-apoptotik
proteinlerini  aktive ederek uyarir ve VacA ile uyarilmig apoptozun hicrenin
vakuolizasyonundan bagimsiz oldugu gosterilmistir (88).

VacA ve CagA arasindaki antogonistik iligskinin patogenez de énemli bir rolt oldugu
dusUntlmektedir. CagA gastrik epitel hiicrelerde bulunan NFAT aktive ederek, sitoplazmadan
nikleusa gecmesini saglar. VacA ise NFAT trandokasyonunu aktive eden CagA’nin
aktivasyonunu etkisizlestirdigi bildirilmistir. Transkripsiyon faktorleri olan NFAT ailesi
NFAT c 1-4 ve NFAT-5 den olusan bes Uyeden olusur. NFAT5 disinda NFAT nin diger
Uyeleri Ca®*/calmodulin-bagimli serin/trionin fosfataz olan kalsinorin ile kontrol edilir.
CagA’'nin aktivasyonu olmadigi durumlarda, NFAT proteinleri glikojen sentez kinaz-3p
tarafindan fosforillenir ve yanizca sitoplazmada lokalize olur. CagA’'min aktivasyonu
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durumunda ise; PLC-y-bagimli Ca?* mobilizasyonu tarafindan aktive edilen kalsinorin
NFAT'yi defosforilize ederek sitoplazmadan nilkleusa gegcmesini saglar. NFAT nikleusta
spesifik DNA sekansina baglanir ve NFAT-duyarli genlerin transaktivasyonunu gerceklestirir.
VacA, T hicreler de NFAT  nin aktivasyonunu T hicre immin yamtin baskilayarak inhibe
ettigi bildirilmistir (92) (Sekil 8).

¥ T cell receplor

\J
— Bl > 2

Hiicre blylmesi
inhibisyonu

Hicre blyimesi Abnormal hiicre
inhibisyonu-apoptoz blyumesi

Sekil 8. CagA ve VacA arasindaki antogonistik etkilesim modeli
* 48’inci kaynaktan alinmustir.

4.5.1.3. cag Patojenite Adas (cag PAI) ve CagA Proteini

cag PAI, 27 ile 31 arasinda degisen genlerden olusur ve CagA translokasyonuna
olanak saglayan T4SS komponentlerini kodlar (26,79) (Sekil 9). Bu genlerden 18 tanesi
CagA'’' nin, peptidoglikanin ve diger bakteriyal faktorlerin konak hiicre icerisine girmes icin
gerekli olan T4SS komponentlerini kodlar (6). Horizontal aktarilan 40-kb’lik DNA segmenti
olan cag PAI'mn sonunda lokalize cagA genini tasityan H. pylori suslarinin enflamasyon
dizeyindeki artis ve siddetli atrofik gastrit ile iligkili oldugu bildirilmektedir (24, 93). cag
PAI’ nin kodladig: diger iki faktor ise; Caga ve CagF dir. Kristal bir yapiya sahip olan Caga
regulator protein HP1451 ile kompleks icinde hekzamerik bir halka olusturur ve CagA’nin
bakterinin ic membranina gecmesi icin gecis molekill olarak rol alir. CagF ise CagA’nmin C-
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terminal salgr sinyalinin yaminda bulunan 100 aminoasit bolgesi ile etkilesime giren saperon
benzeri proteindir (80).

H. pylori strain 26695 genome (1,667,867 bp)

cag pathogenicity island (37,000 bp)

HP0524 HP0527 HP0544
(VirD4) (VirB10) (VirB4) cagA
: DR / 1
HP0525 HP0528
‘ (VirB11) (VirB9)
The proteins encoded by these Translocation of CagA into
genes assemble to form a complex gastric epithelial cells
type IV secretion apparatus
capable of delivering CagA from Phosphorylation of CagA by
the bacterium into host cells host-cell kinases c-Sre and Lyn

Binding to and activation of
cellular phosphatase SHP-2

Growth factor—like response in host
cell, cytoskeletal rearrangements

Sekil 9. Helicobacter pylori 26695 standart susunun genom yapisi ve cag PAI adast
*55’inci kaynaktan alinmistir.

1996 yilinda Segal ve ark. AGS hiicrelerinde cagA-pozitif H. pylori’de olup cagA-
negatif H. pylori’de olmayan ve 6zelligi bilinmeyen 145 kDa luk fosforillenmis hicresel
proteini tammmlamuslar, 1999 yilinda ise Segal ve ark. 145 kDa luk fosforillenmis bu proteini
CagA olarak bildirmiglerdir (94). cagA geni 1,147 - 1,181 arasinda amino asit kodlayan “open
reading frame” igerir (95). H. pylori’ de cagA varligi; cagA pozitif ve cagA negatif olarak iki
alt gruba ayrilmaktadir. Ancak cagA-pozitif suslarin gastrik mukozaya zarar verme yetenegi
daha fazla oldugu bildirilmektedir (24). cagA gen yapisinin 5 ucunda yuksek dizeyde
korunmus bolge bulunur ve protein blydklGgt 3 ucunda yer alan cesitli sayidaki tekrar
sekanslart ile iligkilidir (25). cagA genine sahip H. pylori suslarinda gastrik kanser ve peptik
Ulser riski daha fazladir (93). Duedonal Ulser hastalar da cagA-pozitif H. pylori ile enfekte
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olduklart  bildirilmektedir. Cunkli cagA geninin inaktivasyonu sonucu VacA’'nin
ekspresyonunde veya IL-8 indiklenmesine etkisi olmadigi gérilmis ve CagA sadece
virulans artiran bir marker olarak disUntlmuistir (95). cagA-negatif H. pylori suslarinin pH
3'e maruz kaldiktan sonra cagA-pozitif H. pylori suslarina gére daha uzun sure canliliklarin
koruduklar1 (96) ve cagA geninde U¢ EPIY A tekrar bolgesi iceren suslarin G¢’den az EPIY A
tekrar bolgesi iceren suslara gore pH 3'e daha duyarli olduklart bildirilmistir (97). Ancak,
cagA-pozitif H. pylori’nin neden oldugu mukozal lezyon olusum mekanizmas: tam olarak
bilinmemektedir (93).

Tip 111 Sekresyon Sistemi (T3SS) ve T4SS konak hiicresine virulans faktorlerin direkt
olarak gegcmesini saglayan; bitki ve hayvanlar: infekte eden bircok bakterinin patogenezinde
kritik role sahip sistemlerdir. T3SS Yersnia spp, Salmonella spp, Shigella flexneri, Entero
Patojenik E.coli (EPEC) ve P. aeroginosa tirlerinde bulunur. T4SS ise T3SS fonksiyonel
olarak benzer fakat evrimsel olarak farklilik gosterir ve konak hicre sitoplazmasina DNA
velveya proteinlerin transferini saglar (98). H. pylori antimikrobiyal direncin artmasinda,
T4SS antimikrobiyal tedavide hedef molekul olarak distnilmus ve konak hiicreye CagA
translokasyonunu engelleyen H. pylori Cago. ATPaz ile cagA-pozitif H. pylori suslari in vitro
olarak calisilmistir (24). T4SS, IL-8 gibi kemokinlerin ve proinflamatuar sitokinlarin
salgilanmasint da indikler (26). T4SS nin indikledigi proinflamatuar yamt mekanizmas: tam
olarak bilinmemekte, iki mekanizma oldugu dustnilmektedir: (i) genomda cagA geninin
bulunmasinin konak hiicresine peptidoglikan fragmentlerinin girmesini kolaylastirdigi ve bu
fragmentlerin intrasellUler “nikleotide-binding oligomerization domain-containing 1” (Nod1)
tarafindan algilamp, NF-xB aktivasyonunu gerceklestirdigi ve (ii) CagA’nin gen degisimi ve
mutasyon ile pro-inflamatuar yanit olusturdugu distnulmektedir (99). Konak sitoplazmasinda
hiicrenin bazal ylzeyinde bulunan Pl-integrin, sitoplazmik sinyal transdiksiyon yolagin
aktive eden ve CagA translokasyonu icin gerekli olan T4SS reseptort olarak bildirilmistir
(100).

CagA’'nin T4SS ile epitel hiicre igerisine girmesinden sonra, Abl ve SRC kinaz ailesi
tarafindan kontrol edilen Y-972, Y-899 ve Y-912 bolgelerinde tirozin fosforilasyonu
gerceklesir (101). Sitoplazmik tirozin kinazlar olan SRC kinaz ailesinin N-terminal kisimlari
miristillenmistir ve bu lipid modifikasyonunun SRC kinaz ailesinin membrana tutunmasini

sagladigr bildirilmistir (93). Tirozin fosforillenmis CagA, spesifik olarak Src homoloji 2
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(SH2) iceren tirozin fosfataz-2 (SHP-2) veya C-terminal Src kinaz (Csk) baglandigi ve
enzimatik aktiviteyi uyardigi gosterilmistir (93).

4.5.1.3.1. EPIYA Motif

CagA'nin tirozin fosforilasyonu, C-terminalinde farkli sayilarda bulunabilen bes
aminoasitten (Glu-Pro-lle-Tyr-Alu) olusan EPIY A motif bolgesinde gerceklesir (7,46,48,93)
ve CagA’'nin fosforilasyonu EPIYA sekansini iceren TPM ile olur (26). EPIYA motiflerini
olusturan bu sekanslardan dort farkli EPIYA segmenti bulunur; EPIYA-A, EPIYA-B,
EPIYA-C ve EPIYA-D. Bati tipi H. pylori suslarinin CagA proteinlerinin her biri 32
aminoasit iceren EPIYA-A segmenti ve 40 aminoasit iceren EPIYA-B segmentini 34
aminoasit iceren EPI'Y A-C segmenti izler (EPIYA A-B-C tip CagA). Dogu Asya H. pylori
suslarimn CagA proteinleri de EPIYA-A ve EPIYA-B segmentlerini igerir fakat EPIYA-C
segmentini icermezler. Bunun yerine, EPIYA-D segmenti denilen farkli EPIYA sekansi
icerirler ve Dogu Asya CagA'’ s tek bu segmenti (EPIYA A-B-D tip CagA) igerir (Sekil 10).
EPIYA-C ve EPIYA-D bdlgelerinde bulunan tirozin rezidular sirasiyla Bati ve Dogu Asya
CagA icin fosforilasyonun temel bolgesidir. Buna karsin, EPIY A-A ve EPIY A-B bolgeleri ise
hicrelerde zayif tirozin fosforilasyon aktivitesi gosterirler. Farkli Bati CagA proteinleri
arasinda ¢esitli sayilarda bulunan EPIY A-C segmentleri genellikle bir den U¢’ e kadar degisir.
CagA proteininde C-terminal degisken bolgesinin icindeki EPIYA motiflerinin bulundugu
tekrar sekandari nedeniyle proteinin biytkluginde varyasyonlar gorulebilir (48,102).
EPIY A-C sayisinin tirozin fosforilasyonu seviyesi, SHP-2 baglanma aktivitesi ve hiicre hasari
ile iligkisi bildirilmistir. Glney Afrika'da, dort ve ati arasinda EPI'YA motifleri iceren H.
pylori suslari ve biyik molekuler agirliklt CagA proteinlerinin gastrik kanserli hastalardan
izole edildigi bildirilmistir (22). Azuma ve ark. Japonya dan izole edilen Dogu Asya cagA
pozitif H. pylori suslarn ile enfekte hastalarin atrofik gastrit ve gastrik kanser ile iliskili
olabilecegini bildirmislerdir (25). C-terminal EPIYA tekrar bolgesindeki 972’inci tirozin
reziduleri (Tyr-972) fenilalanin ile yer degistiren cagA genini tasiyan H. pylori suslarinda
konak hucre sitoiskeletini yeniden dizenleme 6zelliginden yoksun oldugu, bunun CagA
EPIYA Motif fosforilasyonunun aktin sitoiskelet sinyali icin kritik bir role sahip oldugu
gogterilmistir. SHP-2'nin CagA’nin tirozin fosforilasyonu icin gerekli oldugu ve downstream
sinyalini icerdigi bildirilmistir. Bununla birlikte, CagA’nin baslangi¢ fosforilasyonunda rol
alan Okaryotik tirozin kinazin aktivitesi arastirilmaktadir (103).
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CagA iki ana alt gruba ayrilir; 1- Avrupa, Afrika, Amerika, Avustralya (Bat1 CagA) da
bulunan H. pylori suslari, 11- Dogu Asya Ulkelerini iceren Japonya, Kore ve Cin’de (Dogu
Asya CagA) bulunan H. pylori suglaridir (104). Dogu Asya dan (Kore, Japonya ve Cin) izole
edilen suslarin % 90" nindan fazlasi cagA-pozitif, Bat1 tUlkelerinden izole edilenlerin %50-601
cagA-pozitif'tir (25). CagA Ureten H. pylori suslart cagA negatif suslara gore daha yiksek
derecede gastrik mukozal inflamasyona neden oldugu; atrofik gastrit ve gastrik
adenokarsinoma ile de iligkili oldugu bildirilmistir (102). Bat1 ve Dogu Asya H. pylori
suslarimin CagA protein yapisindaki bu degisiklik iki farkli cografik bolgedeki gastrik kanser
insidansinda gorulen farkliligin nedeni olabilecegi distinilmektedir (26).

EPIY A motiflerinin sayisi disinda, CagA proteininin alt tiplerinin (Dogu Asya ve Bati
tipi) farkli klinik bulgular ile iligskisi 6ngorilmektedir (50). Dogu populasyonundan izole
edilen EPI'Y A motif sayisi fazla olan CagA pozitif-klinik suslarinin daha siddetli aktif kronik
gastrit ve atrofi ile iligkili oldugu distinilmektedir (7). EPIYA motif sayisimin fazla oldugu
Bati Ulkes tip CagA suslarinda yiksek 1L-8 sekresyonu ve daha belirgin hiicresel elongasyon
gOzlendigi belirtiimistir. Bu nedenle EPIYA motif cesitliliginin H. pylori enfeksiyonu
patogenezinde 6nemli bir bulgu olabilecegi ve H. pylori suslarinda EPIYA motiflerinin
sayisinin ve tipinin dogru olarak belirlenmesinin de yararli bir tam kriteri olabilecegi
dustnilmektedir (105).
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EPIYA motif
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Fosforilasyonu
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CogAABC eI e Caph-ABD ~ — (IO —

Sekil 10. a- Heicobacter pylori CagA Bati ve Dogu Asya EPIYA Motifleri segmentleri
(EPIYA-ABC ve EPIYA-ABD) ve Tirozin Fosforilasyonu b- Helicobacter pylori
CagA Bat1 ve Dogu Asya EPIY A Matif tipleri (EPIYA -ABCC, -ABABD vb.)

*24' Uncti kaynaktan alinmustir.
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Sekil 11. Helicobacter pylori CagA Bati ve Dogu Asya EPIYA Motifleri segmentleri ve
sekans sonucundaki aminoasit farkliliklart gosterilmistir. EPIYA-A ve -B
bolgelerini 1-3 segmentten olusan 34 aminoasit sekansi iceren EPIYA-C tekrar

segmentleri izler.

* 46’1nc1 kaynaktan alinmistir.
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Sekil 12. a- EPIY A tekrar bolgelerini iceren CagA’min molekiler anatomisi b- EPIY A tekrar

polimorfizminin CagA’ nin patofizyolojik aktivites Uzerindeki etkisi

* 48’inci kaynaktan alinmistir.
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4.5.1.3.2. Tirozin Fosforilasyonuna Bag:ml: Yolaklar

H. pylori'nin gastrik epitel hlcreye tutunmast bakteri kolonizasyonu icin kritik
basamaktir. DAF, H. pylori’nin reseptdrlerinden biri olarak rol alir ve genetik olarak DAF
olmayan farelerde H. pylori’ye karsit azaltilmig inflamasyon yanit gozlenmistir. cagA-pozitif
H. pylori suglarimin gastrik epitel hiicreye tutunmasim T4SS ile CagA’nin  hicreye
translokasyonu izler. Bu translokasyon H. pylori CagL ve konak integrin arasindaki etkilesim
boyunca devam etmektedir. CaglL, T4SS pili ylzey hedefidir ve Arg-Gly-Asp (RGD)
motifine bagimli olarak konak integrin a5p1’ e baglanan spesifik bir adezin olarak rol alir.
CagL-integrin etkilesimi ile CagA’mn gastrik epitel hicre icine T4SS ile transokasyonu
baslar ve ayni zamanda fokal aktivasyon kinaz (FAK) ve Src kinaz uyarilir. Ayrica, cDNA
CagA’'nin etkin bir tirozin fosforilasyonu ile gastrik epitel hiicre icinde eksprese edilmesi
CagL-integrin etkilesiminin CagA tirozin fosforilasyonu igin gerekli bir 6n kosul olmadigini
gostermistir (24).

Epitel hlcrelere gectikten sonra CagA plazma membranina lokalize olmakta,
tekrarlayan Glu-Pro-lle-Tyr-Ala (EPIYA) motiflerinin igindeki spesifik tirozin reziduleri
Ustiinde bulunan bircok SFKs tarafindan tirozin fosforilasyonu gergeklesmektedir. Sitozol
icinde CagA, Src kinaz ailesi (c-Src, Fyn, Lyn, ve Yes) (24,25,48) tarafindan fosforillenir ve
daha sonra SHP-2 fosfataz ile etkilesime girerek epitel hiicrenin uzamasi ile “hummingbird”
fenotipi olusur (7,25,50). Src kinaz ailesi ile CagA’nin EPI'Y A fosforilasyonun yan: sira diger
bir sitoplazmik kinaz olan c-Abl aracilig1 ile de fosforilasyonu gergeklesebilir. Bu nedenle
konak hticre de CagA’ nin tirozin fosforilasyonunun surekli olarak gergeklesmesi Src ve c-Abl
arasindaki kooperatif etkilesim araciligi ile olabilecegi bildirilmistir (24).

SHP-2; iki cift tekrarli N-terminal SH2 domaini (N-SH2 ve C-SH2), tek katalitik
protein tirozin fosfataz (PTP) domaini ve C-terminal kuyruk icerir. Batisal CagA ve Dogu
Asya CagA’'nin SHP-2 ile etkilesimi sirasiyla tirozin fosforillenmis EPIYA-C ve EPIYA-D
bolgeleri araciligi ile gergeklesir. SHP-2 domainleri olan N-SH2 ve C-SH2'nin her ikisi de
CagA-SHP-2 etkilesimi icin gereklidir. Buna karsilik tek bir EPIYA-C veya EPIYA-D
segmentleri CagA’nin SHP-2 ile fiziksel kompleks olusturmasi icin yeterlidir ve SHP-2'nin
SH2 domainleri yoluyla tirozin fosforillenmis iki CagA ile ayni zamanda etkilesime girdigini
gostermektedir (24). CagA tarafindan SHP-2'nin regilasyonu bozuldugunda Erk MAP
kinazin (MAPK) aktive olmasina neden olur (103). MAPKs; ERK, JNK ve p28 alt alelerini
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iceren bir serin/trionin kinazdir. INK ve p38 inflamasyonu diizenlerken, ERK ise mitojeniktir,
hiicre buytmesini ve farklilasmasinm kontrol eder. CagA hem SHP-2 bagimli hem de SHP-2
bagimsiz mekanizmalar ile ERK MAP kinaz aktivasyonunu saglar. CagA tarafindan ERK’in
regulasyonunun bozulmasi G1-S progresyonunu saglayan siklin D1'i indUkler, gastrik
stromay1 par¢alayan MMP-1'in salimmina yol acar (24). Matriks metalloproteinazlar (MM Ps)
salindiginda ve aktive oldugunda ekstrasellller bag dokuyu parcalarlar. Proinflamatuvar
sitokinlerden olan interlokin-1 ve TNF-q gastrik epitel hiicreleri MMPs sentezi icin uyararak
gastrik epitel hiicrelerden MMPS ler salgilanir. Ayrica, gastrik epitel hiicrenin H. pylori ile
karsilasmalari MMP-3, -7 ve -9 icererek MMPs sekresyonu ile sonuclamr. MMPs
ekspresyonunun up-regilasyonu (fazla olmasi) insanlarda ve hayvan modellerinde gastrik
Ulserasyon ve neoplazi ile iligkilidir, bu da MMP lerin gastrik dokuda erozyon velveya timér
invazyon da katkida bulundugunu distndirmektedir (105-107). CagA ve 0Ozellikle CagA
tirozin fosforilasyon bdlgesi (EPI'Y A Motif) optimal ERK aktivasyonu ve MMP-1 sekresyonu
icin gereklidir (105). SHP-2'nin mitojenik sinyal uyumunun saglanmast (transduction),
migrasyonun duizenlenmesi ve H. pylori’nin konak hiicrelere adezyonda dnemli bir rolu
bilidirilmistir. SHP-2'nin fonksiyonunu degistiren mutasyonlar insanlardaki ¢esitli maliniteler
ile iligkili oldugu gosterilmistir. CagA’mn regulasyonunu bozdugu SHP-2'nin gastrik
karsinoma olusumundaki rolt bildirilmektedir (24).

Tirozin fosforillenmis CagA ve SHP-2 arasindaki kararli kompleks olusumu igin
homodimerizasyon olan CagA multimerizasyonuna gerek oldugu bildirilmektedir. CagA’nin
multimerizasyonu, CagA tirozin fosforilasyonundan bagsimsizdir ve C-terminal EPIY A tekrar
bolgesinde yer alan 16 aminoasit (FPLXRXXXVXDLSKVG) uzunlugundaki CagA-
multimerizasyon (CM) sekansi araciligi ile olur (24, 101). CM sekansinda bulunan 11
aminoasit hem Bati hem de Dogu Asya’ da korunmus olarak bulunur. Bati tip CagA (EPIY A-
ABC) suslarinda her bir EPI'Y A-C Motifi multiple CM motifine sahiptir ve yalniza bir tane
CM motifi en sondaki EPI'Y A-C Motifinin distalinde, en ucunda bulunur. Ancak, Dogu Asya
CagA suslarinda (EPIYA-ABD) ise tek bir CM Motifi bulunur ve EPIYA-D Moatifinin
distalinde, en ucunda yer alir. Sicinschi ve ark. Kolombiyadan izole edilen H. pylori
suslarinda birden Uce kadar EPI'YA-C motifi iceren EPIYA-ABC, EPIYA-ABCC, EPIYA-
ABCBC, EPIYA-ABBCC veya EPIYA-ABCCC CagA paternlerinin bulundugu ve ayrica
hem Bati hem de Dogu Asya CM Motifi iceren Kolombiya' dan izole edilmis H. pylori
suslarimin Bat1 CagA-spesifik sekanst (WSS) icerdiklerini bildirmislerdir (101).
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Sekil 13. Helicobacter pylori CagA ve SHP-2 arasindaki fiziksel ve fonksiyonel iligki CagA
bakteriyal Tip IV Sekresyon Sistemi ile H. pylori’nin tutundugu gastrik epitel hiicre igerisine girer.
Transloke olan CagA proteini plazma membranmnn i¢ kisninda lokalize olur ve Src kinaz ailes
tarafindan tirozin fosforilasyonu gerceklesir. Tirozin fosforilasyonundan sonra, SHP-2'ye baglamr
ve fosfataz aktivites aktive olur. CagA’'mn SHP-2'yi aktive etmesi ile hem hiicre bliyiimesi hem de
huicre morfolojisini regule eden Erk MAP kinaz aktivitesi gerceklesir. SHP-2 ayrica yiksek hareket
ozelligi ileiligkili olan hummingbird fenotipini uyaran hiicresel substrat (X)'i defosforilize eder. (X:
FAK, Fokal Adezyon Kinaz'in SHP-2 ile defosforilasyonu)

*24’ tincll ve 48’ inci kaynaktan alinmugtr.

4.5.1.3.3. Tirozin Fosforilasyonundan Bag:msiz Yolaklar

CagA’'nin fonksiyonunun yam sira; hiicresel fonksiyonlarin bozulmasina neden olan
CagA'’ nin fosforilasyonundan bagimsiz aktivitesi de gosterilmistir (26).

Gastrik mukoza epiteli sindirim, absorbsiyon ve salgilama fonksiyonunu kontrol eden
inner (i¢) hlcre tabakasidir. Ayrica, patojenik mikroorganizmalara karst tek bariyerdir.
Saglikl epitelin yapisi normal olarak apikal-bazal polaritesi korunmus, sitoiskelet yapisinda
yuksek aktin ve timor supresor velveya anti-metastatik 6zellik gosteren birlesme (junctional)
kompleks ile olusur. Onemli olan, junctional kompleks, tight junction ve E-kaderin aderans
junction iceren lateral hicre-hiicre etkilesimi veya FAK olarak bilinen bazal eksprese olan

hiicre-matriks etkilesimleridir (100).
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“Tight junction” (Siki baglanma), polarize epitel hicreler icin intraselliler adezyon
yapisi icin 6nemlidir ve bu baglanma epitele molekiler gegisi, integral protein ve lipidlerin
diftizyonunu onler (100). CagA’'nin translokasyonu intraselltler sinyallerin regilasyonunu
bozmasi yaninda, hiicre-hiicre adezyonu ve hiicrenin bariyerinin temelini olusturan epitel
hiicredeki apikal baglanmayr da bozar. CagA aktivitesi, partitioning-defective-1 (PARL)/
microtubul e affinity regulating kinaz (MARK) ile CagA’ mn spesifik etkilesimi ile gergeklesir.
Serin/trionin kinaz olan PAR1 Caenorhabditis elegans'dan izole edilmistir ve hicre
polaritesinin temel dizenleyicisi olarak bildirilmistir. Hlcre polarizasyonu atipik protein
kinaz C (aPKC/PAR3/PAR6 kompleks) (Apkc kompleksi) ve PARL’in ayrilmas ile devam
eder. Polarize epitel hicrede, PAR1 bazolateral membranda bulunurken, aPKC kompleksi
spesifik olarak apikal membranda bulunur. Apikal membranda gelen PAR1, aPK C tarafindan
fosforillenir ve membrandan sitoplazmaya geger. Diger taraftan, lateral membranda bulunan
aPKC kompleksi PAR1'in PAR3'U fosforillemesi ile bu kompleksin stabilizasyonunun
bozulmasina neden oldugu bildirilmektedir (24). Tight junction; “junctional adezyon
molekdl” (JAM)-1, “occludin”, “claudin”, “zonula occludens’ (ZO)-1 ve diger multiple
proteinlerden olusur. Translokasyon ve membran etkilesiminden sonra CagA, ZO-1 ve JAM
gibi tight junction (siki baglanma) proteinleri ile birlesir, bakteriyal tutunma bolgesindeki siki
baglanma komponentlerinin ektopik olarak toplanmalarina neden olur (100). Sonug olarak,
CagA tirozin-fosforilasyonundan bagimsiz olarak PARY'in kinaz domaini ile etkilesime girer
ve PARY’in kinaz aktivitesini inhibe eder, bdylece baglanma ve polaritede defekt olusmasina
neden olur (24).
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Sekil 14. CagA ve PARI/MAPK kinaz arasindaki etkilesim (a) Apikal-bazolateral polaritenin

regulasyonu. Epitel hiicre icerisinde, PAR1 kinaz spesifik olarak bazolateral membranda lokalize
olurken atipik PKC, PARS3 ve PARG’ dan (aPKC kompleks) olusan diger bir protein kompleksi tight
junction gibi apikal membranda lokalize olur. PAR1 ve aPKC kompleksinin asimetrik olarak
dagilimy, epitel hicrenin apikal-bazolaeral polaritesini devam ettirir. Tight junction da, aPKC
baglanir ve PARY’i fosforilleyerek membrandan PARY’in dagilmasint uyarir ve bdylece PARL'in
apikal membrana invazyonuna engel olur. (b) CagA ile PARL ve SHP-2 arasindaki etkilesim
modeli. PARL hiicrede homodimer olarak bulunur. Hicre icerisine giren CagA CM sekana ile
PARL dimerine baglanir, bdylece CagA dimerizasyonunu uyarrr. Kompleks olusumu boyunca,
CagA bazolateral membran boyunca PARL kinaz aktivitesini inhibe eder, boylece epitel-apikal-
bazolateral polarite kayti baslar. Ayrica, CagA-iliskili PARL tight junctiondan ve apikalden
lokalizasyonunu kaybeder clinkl aPKC tarafindan fosforilasyonu gerceklesmez. PARL'in apikal
membrana lokalizasyonu epitel hicre polaritesinin parcalanmasinda  katkist ol abilecegi
dustnilmektedir. EPIYA-C veya EPIYA-D segmentlerinde Src kinaz ailes ile tirozin
fosforilasyonunun gerceklesmesi sonucu CagA dimerleri SHP-2 ile etkilesim yetenegi kazanirken
SHP-2 ise normal olmayan fosfataz aktivitesi kazanr

* 24" Uncti kaynaktan alinmustir.
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Kolorektal karsinogenez de 6nemli olan Wnt/p-katenin ve CagA arasindaki iliski
bildirilmigtir. B-katenin aktivasyonu gastrik kanser olusumunda kritik rol oynadigi
belirtilmistir. CagA tarafindan B-kateninin aktivasyonu CagA tirozin fosforilasyonundan
bagimsizdir ve E-kaderin ile CagA etkilesimi sonucu membranda E-kaderin/B-katenin
kompleksinin stabilizasyonunun bozulmasina neden olmaktadir. Membrandz Wnt/B-katenin
snyali ile aktive olmadiginda ise p-katenin’nin nikleer translokasyonuna neden oldugu
bildirilmistir CagA ile regtlasyonunun bozulma mekanizmas: bilinmemekte, ancak CagA-Crk
etkilesiminin p-kateninin regtlasyonunu indikledigi bildirilmistir. CagA tarafindan p-katenin
sinyalinin anormal aktivasyonunun intestinal metaplazi olusumunda ©nemli bir rold
olabilecegi bildirilmistir. f-kateninin anormal aktivasyonu potansiyel onkogenik H. pylori ile
iliskisinin oldugu deney hayvanlari ile yapilan ¢alismalarda gosterilmistir. Ayrica, CagA’ nin
CM sekanslar B-katenin sinyallerinin  regulasyonunun bozulmasindan sorumlu oldugu
bildirilmistir (24). B-katenin sinyallerinin deregiilasyonuna neden olan APC veya Axin genleri
ile B-katenin mutasyonunun kolorektal kanser, pankreatik kanser ve hepatosellller kanser ile
iligkili oldugu bildirilmistir. Diger taraftan, -katenin sinyalini etkileyen genetik degisikligin
E-kaderin mutasyonu sonucu olusan kalitsal gastrik kanser hari¢ diger gastrik kanserlerde
ortak olmadigi bildirilmistir (104). E-kaderin fonksiyonu; (i) E-kaderin ekspresyonunu
azaltarak (ii) E-kaderin ve katenin sinyal yolunda mutasyon (iii) E-kaderin proteazin
deregulasyonu ile inaktive edilebilir (100). CagA ayrica Src kinaz inaktivasyonunu ve
cortactin defosforilasyonu, c-Met reseptortl veya C- vy fosfolipaz, ZO-1 ve adaptér molekil
Grb-2'yi indukler. Aktin filamentleri ve membran proteinleri arasinda baglayici protein ve
mikrovili komponenti olan ezrin de bu grubta yer alabilecegi ve ezrin'in CagA- bagimli
defosforilasyonunun H. pylori’ nin hem baglanmasinda hem de invazyonunda rolti olabilecegi
bildirilmistir (50). E-kaderin kompleksinin F-aktinin o-aktin kismina baglanan “epitel protein
lost in neoplasm” (EPLIN) adli bir proteini de igerdigi gosterilmistir. Bu nedenle, H. pylori
enfeksiyonunda a-aktin ve EPLIN’in sitoiskelet yapisinda aktinin regulasyonunu ve E-
kaderin adherens junction kompleksinin stabilitesindeki rollerinin belirlenmesi gerekliligi
bildirilmistir (100).

Csk ve Crk adaptor proteinleri tirozin fosforilasyonundan bagimsizdirlar ve ayrica
fosforilasyondan bagimsiz olarak Grb2 ve c-Met ile de iliskilidirler. H. pylori ile enfeksiyon
gastrik epitel hlcrede bulunan hepatosit blyume faktori (HGF) reseptori c-Met

aktivasyonuna neden olur. H. pylori’nin aktive ettigi c-Met otofosforillenir (kendi kendine
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fosforillenir) ve CagA fosforilasyonundan bagimsiz olarak CagA ile etkilesime girme
yetenegi kazanir. CagA-c-Met etkilesimi hem hicre proliferasyonu hem de hiicre hareketini
uyaran c-Met reseptdr sinyalinin etkisini artirir. CagA Grb2 adaptor proteini ile etkilesime
girer ve Ras-MAP kinaz yolagini aktive eder. CagA-Grb2 etkilesimi, Grb-2'nin SH2 ve SH3
domainlerinde oldugu gibi CagA’ min EPI'Y A tekrar bolgesine de ihtiyaci olmasina ragmen, bu
etkilesim CagA’ nin tirozin fosforilasyonundan basimsiz olarak gergeklesir (102).

H. pylori CagA-konak hiicre etkilesimi “bakteriyal karsinogenez” icin yeni bir model
ortaya koyabilir. Klinik agidan; gastrik kanser olusma riskini artiran konak ve H. pylori
faktorlerinin tammlanmas: gastrik kanser dnlenmesi icgin tedavide yeni strategji gelisiminde

umut verici olabilecesi bildirilmistir (7).
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Tablo 2. CagA ile etkilesime giren proteinler ve Helicobacter pylori enfeksiyonundaki rolleri

CagA’nmin etkilesime Fonksiyonu CagA EPIYA motif ile
girdigi molekul tirozin fosforilasyon etkinligi

Abl CagA'nin ve Crkll adaptor Belirsiz

proteinin fosforilasyonu
E-kaderin AJs, B-katenin sinyalinin Hayir
destabilizasyonu
Crkl, Crkll Hicre uzamas, AJs kayb, Evet

MAPK sinyali

Csk Src inaktivasyonu, CagA-SHP-2 Evet
etkilesimi kaybi

Grb2 Hicre uzamas, Ras MAPK Hayir
sinyalinin aktivasyonu

c-Met Hicre uzamas, ERK kinaz Hayir
aktivasyonu

Parl Parl aktivitesini inhibe etmek, Hayir
apikal  baglanmay:  bozmak,
hiicre farklilasmast

PLC-y Hucre uzamast Hayir

Shp-2 Hicre uzamas, ERK Kkinaz Evet
aktivasyonu, FAK  tirozin
defosforilasyonu

Src CagA fosforilasyonu Belirsiz

Z0-1 Lateral baglanmanin bozulmasi Hayir

* 100’ tnell kaynaktan alinmustir.
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4.5.2. Helicobacter pylori Enfeksiyonu Patomekanizmas

Gastrik mukozadaki H. pylori patolojisi kaskad olaylar ile gerceklesir. Bakterinin
gastrik mukoza kolonizasyonu kronik gastrit olusumu ile sonuclandigi; bazi hastalarda ise
kronik gagtritin Ulser veya kansere donustigll gozlenmistir. H. pylori enfeksiyonu kanser
olusumunda, ilerlemesinde ve kanser hticrelerinin yayilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (88).

H. pylori’nin indukledigi patolojik degisikliklerin mekanizmast proinflamatuvar sitokin
olan NF-xB’ nin aktivasyonunu ve vaskiler endotelyal buyume faktora (VEGF) gibi blydme
faktorlerinin ekspresyonunu arttirir. NF-kB uyaran kinaz (NIK) ve p21 uyaran kinaz 1
(PAK1) arasindaki direkt etkilesim H. pylori infekte epitel hicrelerde gosterilmis ve
proinflamatuvar sitokinlerden TNF-&’nin endojen timdr promotort oldugu bildirilmistir.
TNFa-uyaran protein (Tipalpha) gen ailesi tanimlanmis; Tipalpha ve HP-MPI’nin H. pylori
ileiligkili yeni karsinogenik proteinler oldugu bildirilmistir. Tipalpha gen ailes ve proteini H.
pylori icin tek oldugu ve Ras protein ve NF-kB aktivasyonu ile tUmor-destekleyici
aktivitesinin ortak calistigi gosterilmistir (88). H. pylori’nin NF-xB’yi aktive ettigi ve bundan
dolayr T4SS ile CagA'nin degil, peptidoglikamn trandokasyonu sonucu IL-8 ve diger
proinflamatuvar sitokinleri uyardigir bildirilmistir. Brandt ve ak. CagA’'nin tirozin
fosforilasyonundan bagimsiz olarak RassMAPK kinaz yolag: ile NF-xB'yi aktive ettigini,
Hirata ve ark. ise H. pylori ‘nin NF-xB’yi aktive ettigi diger bir yolun ise gastrik epitel
hicrelerde kB kinazi (IKK) uyarmasi ile olustugunu boylece H. pylori’nin birgok farkli
mekanizma ile NF-KB’ nin transkripsiyonunu aktive ettigini gostermislerdir (108,109).

cag PAI ve OipA’nin yani sira, HSP60 ve DNA bagli RNA polimerazin B-alt Unitesini
kodlayan rpoB gen polimorfizminin epitel hiicrelerden IL-8 indiksiyonuna arabuluculuk eden
faktorler oldugu gosterilmistir (79). Cho ve ark. H. pylori’nin NF-xB ve MAPK aktivasyonu
arasindaki iliskide H. pylori enfekte AGS hicrelerinde ERK’nin 1kBd fosforilasyonunu
uyardigin bildirmislerdir (110).

Maciorkowska ve ark. H. pylori enfeksiyonlu gastritli cocuklarda adezyon molekulleri
olan ICAM-1, VCAM-1 ve P- selektin seviyelerini degerlendirerek bu ¢ocuklarda VCAM-
1'in en yUksek seviyeye ulasirken ICAM ve P-selektin’in H .pylori negatif ve H. pylori pozitif
gruplarda bir farklilik gostermediklerini  bildirmiglerdir (111). Chang ve ak. hicre

dongustinin dizenlenmesinde 6nemli olan siklin D1’in eksprese edilmesinde CagA’nin
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etkisinin aragtinlmasinda H. pylori'nin  uyardigi siklin D1 ekspresyonunun cagA
mutantlarinda azaldigi, APl ve CAMP yanit elemanlarimin (CRE) siklin D1 ekspresyonunu
uyardigin bildirmislerdir (112).

Chan ve ark. kaderin gibi adezyon glikoprotein ailesinin sadece adezyon da gorev
amadiklarimt timor-olusumu ve karsinogenezden de sorumlu oldugunu ve H. pylori’nin
uyardigi adezyon molekilleri VCAM-1 ve Kkaderinin gastrik mukozal inflamasyon
patogenezinde rol oynayabilecegi bildirilmistir. mucl genotipi (kisaca mucl alleli) gastrik
adenokarsinoma ile baglantili ve H. pylori’ nin uyardig1 gastrit ve gastrik adenokarsinoma ile
de iligkili oldugu bildirilmistir (113). H. pylori enfeksiyonu patogenezi ve kolonizasyonunda
Mucl ekspresyonunun etkisi arastirilmstir, Mucl(-) farelerde wild-tip farelere gére dnemli
derecede daha fazla kolonizasyon ve daha siddetli atrofik gastrit gézlenmis ve Mucl'in H.
pylori kolonizasyonunu sinirlayan koruyucu bir bariyer oldugu bildirilmistir (80).

H. pylori kolonizasyon faktorlerinden Ureaz ve hidrogenaz aktiviteleri icin metal
kofaktorii olan nikel kazammina gereksinim gogerirler. H. pylori’de tammlanan nikel
tagiyicilarindan NixA (HP1077) sitoplazmik membranda lokalize nikel igin yiuksek afiniteye
sahip 37-kDa luk proteindir. nixA geninde mutasyon olmast durumunda nikel transportunda
ciddi bir azama ve Ureaz aktivitesinde diusmeye neden olur (6). Wolfram ve ark.
mikroganizmalardaki spesifik nikel uptake sistemini tammlayarak H. pylori’ de NixA, nikel
permeazin regulatdr proteini NixR'nin nikel kazammu arasindaki etkiyi dengeleyen nikel-
yanitinda diizenleyici oldugunu bildirmiglerdir (114).

4.5.3. Konak Hucre Yanit:

Doga bagisiklik sistemi, patojene karst savunmanmin ilk bariyeridir. Toll-like
reseptorleri (TLRs) ve Nod proteinleri konak molekdlleridir; lipoproteinler ve peptidoglikan
(TLR2), lipopolisakkarit (TLR4), flgjellin (TLR5), bakteriyel DNA’nin CpG motifleri (TLR9)
ve peptidoglikan (Nod1 ve Nod2) gibi mikrobiyal komponentleri tanrlar (80).

H. pylori’ye kars1 sitokin yamtimn TLR2, TLR5 ve TLR9 (ama TLR4 degil) yolu ile
aracilik ettigi bildirilmistir. Bundan dolayr TLR2, TLR5 ve TLR9 un H. pylori’yi tammada
baskin dogal bagisiklik reseptérler (dominant innate immune receptors) olabilecegi
bildirilmistir (80). Ekstrasellller TLR4, peptidil-prolil sis-trans izomeraz HPO175 ile direkt
olarak etkilesir. HPO175'in uyardig1 IL-6 gen ekspresyonunun monositik hiicrelerde MAPK
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ve TLR4 bagimli NF-xB aktivasyonuna bagli oldugu bildirilmistir. TLR2 veya TLR4
makrofajlardan H. pylori’nin uyardigi IL-11 ve IL-6 gibi sitokin ekspresyonu igin gereklidir.
Ayrica, TLR2'ye bagimli NF-xB ve MAPK sinyallerinin IL-8 salinimini uyaran HSP60 igin
gerekli olabilecegi ve NF-kB ve MAPK gibi TLR-dolayl: sinyal transdiksiyon yol izlerinin
H. pylori enfeksiyonu patogenezinde 6nemi gosterilmistir (115).

NF-«xB, NF-IL6 ve CRE H. pylori enfeksiyonu ile COX-2'yi indukledigi bildirilmistir
(80). Chang ve ark. H. pylori’nin uyardigi COX-2 ekspresyonunun COX-2 promotort ile
CRE ve AP-1 aktivasyonu sonucu asagi gen bdlgesinin transkripsiyon faktorleri (CREB-1,
ATF-2, c-jun, c-fos) ve ozdlikle p38'in MAPK’lar1 aktive ettigi TLR2/TLR9 yolu ile
anjiyogenez olusumunu ve kanser hticre yayilmasin arttirdigini; bunun etkisinin de NS398 ve
celecoxib spesifik COX-2 inhibitora ile inhibe oldugunu bildirmislerdir (116).

Apoptoz da dizensizlik ve anti-apoptotik yolak H. pylori aracili patogenezde dnemli
faktorler olarak tammlanmugtir (125). Sitokrom-c gibi Bcl-2 protein ailesinin katilmasi ile H.
pylori'nin uyardigr hicre o6lumi ispat edilmistir. Son yillarda, apoptozu dizenleyen
mekanizma baz: arastirmacilar tarafindan aydinlatilmistir. Ashktorab ve ark. fonksiyonel ARF
ve p53 proteinin uyarir ve bunda H. pylori’ nin dnemli bir rol oynadigini bildirmislerdir (117).

Epidermal blyume faktor reseptérii (EGFR) promitotik ve antiapoptotiktir ve asiri
ekspresyonunun kontrolstiz proliferasyon ve gastrik neoplazi riskinin artmasina yol
acabilecegi dustnulmektedir. EGFR ekspresyonunun H. pylori enfeksiyonu Uzerindeki etkisi
AGS hucrelerinde calisilmustir. cag PAI-pozitif suslarda EGRF transaktivasyonu, ERK
fosforilasyonu ve Src aktivasyonu ile EGRF ekspresyonunun dnemli derecede artis gosterdigi
bulunmustur (80). Galgani ve ark. H. pylori suslarinin fonksiyonel cag PAI’ nin ekspresyonu
ile insan monositlerinde apoptozu uyardigini gostermislerdir (116). Eguchi ve ark. ise siklin
bagli kinaz inhibitdri olan p27'nin H. pylori’ye karsi gastrik epitel hiicrelerin apoptotik
yanitin bir kismim dizenledigini bildirmiglerdir (118).

Ayrica eksternal membran vezikilli olan gama-glutamil transpeptidaz ve VacA gibi
virulans faktorlerinin apoptoz icin uyarict olduklari gosterilmistir (115). CagA’nin pro ve
anti-apoptotik faktorler arasindaki iliskisi bildirilmistir (115). CagA’mn Mek & Erk a
SRE yolag: ile antiapoptatik proteinlerin ekspresyonunu arttirdigi saptanmstir (114). CagA

pozitif suslar ile enfeksiyon, atrofi olusumunda 6nemli gorevi olan cogunlukla sinusa ait
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kiclk kivrimlarda bulunan gastrik mukozadaki pro-apoptotik proteinlerin asirt ekspresyonu
ileiligkili oldugu bildirilmistir (115). Bu etkide monositler ve bakteri arasinda direkt baglant:
gereklidir fakat VacA ve CagA’dan farkl olarak tarmmlanmarmis faktorlere de gereksinim
duyar. Ilging olarak, in vitro Uretilmis monosit tirevi dendritik hiicreler H. pylori’ nin uyardigi

apoptoza direnclidirler (79).

Makrofg) migrasyon inhibitor faktor (MIF) kanser olusumu ile ilgili proinflamatuvar
sitokindir. Beswick ve ark. H. pylori’nin CagA’ya bagli olarak MIFs uyardigini, MIF in epitel
proliferasyon ve prokarsinogenezdeki roliinin H. pylori rekombinantimin  hiicre

proliferasyonunu artirdigim gostermislerdir (119).
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4.6. Helicobacter pylori ileTliskili Hastalhklar

H. pylori genellikle yasam boyu kronik enfeksiyonlara neden olan ve peptik Ulserden
gastrik karsinomaya, MALT lenfomaya kadar fakli klinik hastaliklar ile iliskilidir. Ayrica,
kardiovaskiler hastalik, solunum sistemi hastaliklari, serebrovaskiler hastalik, basagrisi ve
migren, Raynaud’s Sendromu ve organ spesifik otoimmun hastaliklar (otoimmun thiropati,
diabetis mellitus) gibi bircok ekstragastroduodenal hastaliklar ile deiliskilidir (120).

H. pylori kolonizasyonu nétrofilik ve mononiuklear hiucrelerin hem antrum hem de
korpusda bulunan gastrik mukozada infiltrasyona neden olur. Kronik gastrit, H. pylori
kolonizasyonu ile olusan primer durumdur (6). Kronik gastrit atrofinin bulunup
bulunmamasina goére iki temel kategoriye ayrilmaktadir. Atrofinin bulundugu durumlarda
genellikle iki tip tammlanmaktadir: multifokal kronik atrofik gastrit (daha onceleri tip B
gastrit olarak bilinirdi) ve otoimmun kronik atrofik gastrit (ayrica tip A gastrit olarak da
bilinmektedir). Multifokal kronik atrofik gastrit de, hem enflamasyon hem de atrofi antrumda
olusmaktadir ve antral gastrit ile iligkili gastrin Ureten hiicrelerdeki harabiyetin sonucu olarak
serumdaki gastrin konsantrasyonunda azalma gorilmektedir. Diger taraftan, kronik gastritin
otoimmun formunda ise enflamasyon ve atrofi hemen hemen gastrit body tarafindan
engellenmekte ve parietal hiicrelere karsi olusan otoantikorlar: (PCA) hastalarda olusmaktadir
(122).

Kronik gagtrit gastrik atrofinin gelisimi asamasinda 6ncli lezyondur. H. pylori ve
pernisiydz anemiye yol acan otoimmun gastrit baslica nedenleridir. Kronik H. pylori
enfeksiyonu gastritten gastrik atrofiye ilerleyebilir. Korpus enflamasyonu asit sekresyonunun
inhibisyonu ve normal hiicresel elementlerin kayb ile sonuglanir (30).

H. pylori enfeksiyonunun duedonal Ulserlerin % 100'tnden ve mide Ulserlerinin
yaklasik % 70’inden sorumlu oldugu bilinmektedir. H. pylori enfeksiyonu peptik Ulserin tek
nedeni degildir. Nonsteroidal anti inflamatuvar ilaglar (NSAII) nedeniyle daha cok sayida
peptik Ulsere neden olmaktadir (30).

Normal midede organize lenf dokusu yoktur fakat H. pylori ile enfeksiyondan sonra
degismez bir sekilde lenf dokusu vardir. Mide lenfoid dokusunun olusumuna kronik H. pylori

enfeksiyonunun yan Urunlerinden kaynaklanan stirekli antijen stimulasyonunun neden oldugu
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dusUntlmektedir. MALT olusumu icin stimile edildikten sonra zaman iginde bu hlcrelerden

genetik hasar olusabilmekte ve mide lenfomas: gelisimine yol agmaktadir (30).
4.6.1. Nigkili Oldugu Duyunulen Diger Hastal:klar ve Sendromlar

H. pylori'nin koroner kalp hastaligi, dermatolojik hastaliklar (rosacea, idiopathic
urticaria gibi) otoimmun tiroid hastaliklari ve trombositopenik purpura, demir eksikligi
anemisi, Raynaud’'s fenomenon, skloderma, migren ve Guillain-Barre Sendromu gibi
ekstragastrik hastaliklar ile baglantili oldugu bilinmektedir (6).

Otoimmmun thiropatisi olan hastalarda H. pylori prevelansimin yiksek oldugu
bulunmustur. Ayrica, Bertalot ve arkadaslart H. pylori enfeksiyonu eradikasyon tedavisi
sonrasi anti-tiroid otoantikorlarinda azalma oldugunu rapor etmislerdir. Y apilan ¢alismalarda
mide de gastroparietal hucrelere karsi antikor olusumunun % 12'den yiksek oldugu
bildirilmistir. Otoimmun gastrit laboratuar tanisi i¢in en kolay uygulanabilir serolojik yontem
genellikle sicangillere ait donmus mide kesitlerinde calisilan immunofloresan yontemi
kullanImaktadir (120).

4.7. Helicobacter pylori Enfeksiyonu Tamainda K ullanilan Y dntemler

H. pylori tamsinda endoskopi gerektiren invaziv ve endoskopi gerektirmeyen invaziv

olmayan yontemler kullamlmaktadir (122).
4.7.1. Invaziv Yontemler

4.7.1.1. Biyopsi Ureaz Testi

Endoskopi sirasinda alinan antral biyopsi drneklerinden uygulanan hizli Greaz testi hem
ucuz hem de kolay bir tekniktir (20). Hizli Ureaz testi dogrulugu yuksek olarak (>%90) bir
saat icinde H. pylori varligim belirleyen bir testdir. Yanlis pozitif sonuclar antisekretuvar ilag
kullanan Kisilerde gorulebilir (19). Langenberg ve ark. tarafindan H. pylori’nin guglt bir
Ureaz Oretimine sahip oldugu bulunmustur. Direkt hizli Ureaz tarmist McNulty ve Wise
tarafindan gerceklestirilmistir. Ayrica, H. pylori Ureazi diger bakteriler arasinda en yiksek
spesifik aktiviteye (36 £ 28 umol/min/mg protein) sahip olandir. H. pylori iceren biyopsi
materyali Urece zengin ortama birakildiginda, Ure karbondioksit ve amonyak bilesenlerine

parcalanir. Amonyak iyonlari pH’y1 artirir ve fenol kirmizisi gibi pH indikatorlerinin rengi
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saridan kirmizi veya pembeye donusur (20). Ayrica farkli yontemler ile bu testin sensitivitesi
yukseltilebilir; (i) Ure konsantrasyonunun % 2'den % 10’a yukseltilmesi, (ii) daha yuksek
sicaklikta (37 °C) inkiibasyon (iii) ve tampon ile supresyon. Bunlara ek olarak, biyopsi
materyalinin blyukluginin énemli olmadig: da bildirilmistir (20).

Ilk jenerasyon ticari kitler agar temeline dayanir; érnegin CLO test (Kimberley-Clark,
Neenah,WI). Yeni jenerasyon kitler ise strip-temelli kitlerdir. Bu kitler de iki alan birbirinden
cok kuiclk gozeneklerle ayrilir. Bir alanda Ureaz Ureyi parcalarken diger alanda NHz bulunur
ve pH degisir (PyloriTek, Serim, Elkhart, IN) (20).

4.7.1.2. Histopatolojik inceleme

Histopatolojik incelemenin H. pylori enfeksiyonunun tarisinda kullanilan invaziv
yontemlerden ve endoskopi gerektiren bir tamt yontemidir (20).

H. pylori genellikle kronik siperfisyal gastrit ile iliskilidir. Bu pattern epiteldeki
notrofilik infiltrasyon ile iliskili monontiklear inflamatuar hiicre infiltrasyonu ile karakterize
edilir ve metaplastik degisiklikler, granulum formasyonu, veya fundus gland atrofis ile
spesifik olarak iligkili degildir. MiUsin azalmasi, sitoplazmik vakuolizasyon ve mukozal
glandlarda organizasyon bozuklugunu iceren vylzey epitel hicrelerdeki dejeneratif
degisiklikler genellikle olusur. Antimikrobiyal ajanlar ile H. pylori eradikasyon tedavisi
sonrasi; bu dejeneratif bozukluklarin cogu hizlica kaybolur ancak mononiklear hiicreler aylar
boyunca kalici olabilir (8,123). Genelllikle glincellestirilmis Sdyney Sisteminde 6nerilen
antrumdan iki tane biyopsi 6rnegi ve korpustan da iki tane biyops drneginin alinmasidir (20,
124). Tedavi sonrasinda 6zellikle PPl kullanildiysa korpus biyopsisi kismen daha degerlidir.
Bu kosullar atinda, organizma antrumda azalmis ya da kaybolmus olabilir fakat parietal
hiicreler de hipertrofi ile olusabilen mukoza geriye kalir. Korpusdan alinan biyopsi materyali
gastrit paterninin belirlenmesi igin gereklidir (124). Biyopsi materyali hemen fiksatif 6zelligi
olan % 10 fosfat tamponlu formaldehit icerisine konur. Bu fiksasyon islemi bakterinin
morfolojisini korur ve birgcok boyama yontemi de uygulanabilir. Ancak, formaldehit icerisinde
saklama siresi kisithdir ¢linkd bir hafta sonra tart koymay: zorlagtirir (20).

Gastrit spektrumu Ug genis kapsamli kategoriye bolinmUstir; akut, kronik ve 6zel (veya
farkl) formlar. Gastrit; atrofinin topografik dagilimina, olup olmamasina temel alinarak iki
ana kategoriye ayrilir. H. pylori gibi bazi etken gjanlarin birden fazla gastrit tipinde rol
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alabilecegi dikkate alinmalidir. Bazi Kkisilerde etiyolojik aamin bulunmasindan dolay:
histopatolojik olarak birden fazla gastrit tipi de mumkin olabilir (124). Hematoksilen-eozin
(H&E) boyamanin yani sira; bircok laboratuvarlarda H. pylori icin 6zel boyama yontemleri
kullaniimaktadir. Ornegin, modifiye Giemsa, Warthin-Starry veya yeni Genta boyama
yontemi. Ozel boyama yontemi 6zellikle H&E boyas ile saptanamayan kronik aktif
inflamasyonu olan biyopsi materyallerinde onerilmektedir. immunoboyalar ayrica H. pylori
sgptanmasinda onerilmektedir ve kokoid formlarin tammlanmasinda daha kullanisli olabilir
(124).

4.7.1.3. Kdltur

H. pylori kiltdrd icin en iyi materyal endoskopi sirasinda alinan biyopsi materyalidir.
Dikkat edilmesi gereken hastain antibiyotik veya antisekretuar ilag 6zellikle PPl almarmis
olmasi gerekmektedir. PPI’in gastrik mukozada bulunan H. pylori konsantrasyonuna direkt
olarak antimikrobiyal etkisi olmamasinakarsin, mide pH’sim degistirerek H. pylori dagilinini
indirekt olarak etki yapar (20).

H. pylori tamist igin gerekli olan biyops materyalinin sayisi tartismali bir konudur.
Antrumdan alinan tek bir biyopsi materyali (pylorusdan 2 cm) iyi bir duyarlilik gosterir ancak
guvenilir bir tan icin yeterli degildir. Aslinda, H. pylori yamali dagilima sahip bir bakteridir
ve fazla biyopsi materyalinin analizinin yapilmasi H. pylori’nin tamsini koyma sansini
artirmaktadir. Bu konu ile ilgili 6nerilen; antrumdan iki biyopsi materyalinin alindigi gibi
anterior ve korpusdan da iki biyopsi materyainin alinmasidir (19,20). Ayrica, gastrik
biyopsiden bakteri kultrinin yapilmast H. pylori ilag direncinin belirlenmesi icin gereklidir
ve bdylece yanlis eradikasyon tedavisinden sonraki tedavi stratgjisinin belirlenmesi icin de
onemlidir. Ancak, enfekteli hastalardan H. pylori izolasyon oram % 23.5 den % 97’ ye kadar
degisiklik gostermektedir. H. pylori izolasyonu icin inkibasyon sires 2-7 gin olarak
Onerilmektedir. Bunakarsin, Y an ve ark. ise inkiibasyon stiresinin 19 giin ve Usti olarak rapor
etmiglerdir (125).

Kalttr isleminde en 6nemli noktalardan biri de endoskopi sirasinda alinan biyopsi
materyalinin tasinma kosullandir. Kisa streli tasima durumlarina (maksimum dort saat)
genellikle yar1 kat1 agar olan transport ortamlar: da kullamilabilir. Uzun siireli saklama kosulu

olarak; biyopsi materyalinin % 17-20 gliserol ile skim milk veya sistein-Albimi buyyon
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icerisinde dondurulmast gerektigi bildirilmistir (126). Acil durumlarda ornekler yagsiz
siit/gliserol, brucella et suyu/gliserol veya sistein-Albimi/gliserol gibi gliserol igeren bir
ortamda 4 °C’ de 1 haftaya kadar saklanabilir fakat normale doniisiimde kismi kayiplar olabilir
(30). Eger transport ortam: uygulanamaz ise biyopsi materyali — 70 °C’ de dondurulabilir veya
sivi nitrojen igerisine konup kuru ependorf icerisinde dondurma islemi gerceklestirilebilir. +4
°C’ de saklamak icinde % 20 gliserol iceren ortamlar kullanilabilir (20,30).

Standart bakteriyolojik testler icerisinde bulunan mikroskobik inceleme biyopsi
materyali kullanilarak smear yontemi ile yapilabilir. Boyama yontemleri olarak Gram
boyama, Giemsa veya floresan akridin orange boyama yontemleri uygulanabilir (20).H. pylori
kultard icin kullarlan ortamlar; agar temelli, blylume ve secici suplement iceren ortamlardir.
En cok kullanilan ortamlar beyin kalp agar, Columbia agar ve Wilkins Chalgren agar’dir
(12,20). Buyume suplementlerine ek olarak; H. pylori buylme sansinmt artiran gesitli besinler
(vitamin ve oligoelementler), IsoVitalex iceren kan veya serum da kullamlir. Selektif
agarlarin kombinasyonu (yumurta sarist emulsiyonu, suplement ve antibiyotikten olusan
Colombia Agar) antral biyopsiden H. pylori izolasyonu icin optimal kombinasyonlar olarak
bildirilmistir (12,20). Koyun ve at kam kullarilabilir ancak yapilan calismalar sonucunda
insan kamnin biraz daha avantajli oldugu bildirilmistir. Diger blyume faktorlerinden olan
yumurta sarisi, kémir, nisasta, sigir serum albumin ve katalaz da kullanilmaktadir. Segici
suplement olarak Gram-pozitif koklart inhibe eden vankomisin veya teikoplanin; Gram-
negatif basilleri inhibe eden polimiksin, nalidiksik asit, Kkolistin, trimethoprim veya
sefsulodin; fungudlari inhibe eden nistatin veya amfoterisin B iceren antimikrobiyal maddeler
kullariimaktadir. En ¢cok kullanilan ise; sefsulodin yerine polimiksin iceren ve amfoterisin B
eklenen DENT suplementidir (20). Optimal kultir sicakligi 37 °C'dir. Optimal kosullar
altinda birincil kaltdr optimum 2-4 ginddr. Kaltrin negatif olmast durumunda, sonuclarin
negatif oldugunu kesinlestirmek icin 7 ile 12 guin inkiibasyon nerilmektedir. Kultdr yontemi
kuruluk, hava ile temas ve sicaklik gibi kosullardan etkilenir. Tim fenotipik ve genotipik
identifikasyon testleri gerceklestirildiginden kalttrin duyarliligr % 95, 6zgullugt % 100 dur
(20).
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4.7.1.4. Helicobacter pylori Molekiler Tan Y 6ntemleri

4.7.1.4.1. Biyops ve Koloniden Sandart PCR Yontemi

Biyopsi materyalindan H. pylori tammmlanmas icin standart PCR  yontemi
uygulanmaktadir. Bu yontemde en dnemli nokta H. pylori’ye spesifik primerlerin dizayn
edilmesidir. Ornegin; Ureaz operon genlerinden ureA ve glmM (ureC) veya 16S rRNA
genleri. Ayrica, nested veya seminested PCR yontemleri de onerilmistir. Ancak, nested PCR
amplikonlar ile hava kabarcigi kontaminasyon riskini artirmaktadir ve bu sebeple
uygulanmast kisithdir. Ayrica, aym primerler ile ikinci PCR'in uygulanmas da
Onerilmektedir. Bazi arastirmacilar tarafindan reverse transkriptaz—PCR (RT-PCR)
kullanildig1 darapor edilmistir. Bu yontem mRNA temeline dayanir ve bakterinin canliligi ile
ilgili bilgi vermemektedir fakat duyarlilig: ileilgili hentiz daha net bilgiler rapor edilmemistir.
(20)

Standart PCR yonteminin diger bir nemli avantaji da H. pylori patojenik faktorlerinini
tammlanabilmesidir. iki tane temel patojenik faktor vardir; cag PAI ve vacA polimorfizmi.
Ayrica adherans genleri (babA2, sabA) veya patojenikler (oipA, dupA, iceh) gandart PCR
yontemi ile tanumlanabilir. H. pylori ve temel virllans faktorlerini tammlayan test INNO-
LIPA (Innogenetics, Ghent, Blgium) dizayn edilmistir. Bu test vacA s bolgesi, vacA m
bdlgesi ve cagA icin multiple spesifik problar iceren striplerden olusmaktadir. H. pylori ile
iliskili genler biotin-isaretli PCR primerleri ile amplifiye edilir ve daha sonra strip Gzerinde
single-step reverse hibridizasyon ile analizi yapilir. Diger bir teknik ise vacA ve cagA
genotipleri icin multipleks PCR yontemi ve SYBR yesil | boyasi kullanilarak PCR melting
curve analizidir (20).

4.7.1.4.2. Biyops ve Koloniden Real-time PCR

Son vyillarda, PCR-restriksiyon fragment length polimorfizmi, PCR-DNA enzim
immunoassay, reverse hibridizasyon line prob assay ve real-time PCR gibi bircok PCR esasli
metotlar biprob ve hyprobe ile kombine edilerek klaritromisin duyarliligim saptayabilmek icin
kultdrden izole edilmis suslar veya biyopsiler kullanilarak belirlenmeye calisiimistir (127).

Yeni rea-time PCR yontemi H. pylori tamsinda biylk bir basari  olarak
dustnilmektedir ciinkli sadece hizli ve kesin sonug vermesinin yaninda miktar belirtmesi ve
klaritromisine kars1 antibiyotik direnci ile ilgili olarak nokta mutasyonlarinin belirlemesi
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Onemini daha da artirmigtir. Bu metot SYBR yesil | boyasi veya floresan resonans enerji
transferi (FRET) prensipi ile kullamlmaktadir (20).

4.7.1.4.3. Mikroarray

Mikroarray binlerce gen ekspresyonu profilini belirlemek icin kullarlan dnemli bir
tekniktir ve ¢esitli biyolojik sistemler ile yapilan calismalar da kullanilabilir. Mikroarray;
oliganikleotit (oligonukleotit mikroarray) veya bireysel genleri gosteren PCR Urlnlerini
(genellikle cDNA mikroarray olarak adlandirilan) gibi tUm genom ile mozaik bir sekilde
iceren cam lamlardan olusur. Hibridizasyon Cy3 ve Cy5 floresan boyalari ile isaretlenmis iki
populasyonun cDNA (kontrol ve test) ile gerceklestirilir. Bu teknoloji ile gen ekspresyonu
profili ve aralarindaki etkilesim ile ilgili genis bilgi sahibi olunabilir (128). Bu teknik
kullarilarak tam genom sekanst bilinen iki H. pylori susu calisiimustir. Ornegin, J99 susunda
52 spesifik genin ve 110 spesifik genin 26695 susunda varligi bulunmusgtur (36). Salama ve
ark. mikroarray teknigi ile 15 klinik izolat ve 2 tane H. pylori genomu bilinen sus kullanilarak
1643 genin analizinde ve 1281 genin test edilen bitin H. pylori suslarinda ortak oldugunu,
genomun en az %12-%18’ zi olusturan ve fonksiyonlar1 hentiz belirlenememis 160 ve 275 sus
spesifik genin varligint bildirmiglerdir (129). H. pylori de her susa ait birgok spesifik genin
patojenite adasi ve degisken bdlgesinde lokalize olduklar: saptanmustir (128).

H. pylori antibiyotik direnc belirlenmesinde kullamlan geleneksel metotlar PCR-
restriksiyon fragment lenght polimorfizm (PCR-RFLP) veya zaman ve pahali olan sekans
analizidir. Oligonukleotit temelli DNA mikroarrayler gen ekspresyonu ve tek nikleotit
polimorfizm (SNP) lerin analizinda kullamsli bir metot olarak bildirilmistir (130)

4.7.1.4.4. Proteomiks

Insan ve H. pylori genomunun tamamen bilinmesinden sonra 6zellikle yuksek risk
tastyan populasyonlarda patogenezin aydinlatilabilmesi icin yeni teknikler gelistirilmistir. H.
pylori ile iligkili 6Gnemli bilgilerden 6rnegin konak htcre ile in vitro, hayvan modellerinde,
veya enfekte dokularda interaksiyonu gosterilse de yapilan calismalarda global gen
ekspresyonu da gosterilmistir (131).

Proteomiks proteomlar (bltin izoformlarda, polimorfizmlerde ve post-translasyonel

modifikasyonlarda genomdan eksprese edilen proteinlerin toplamudir) ile calisilan bir
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tekniktir. Proteomiks yonteminin temelini iki-boyutlu jel elektroforezi (2D-GE) ve kitle
spektrometresi (MS) olusturur. 2D-GE kompleks protein karisimlarinin ayristirilmasini saglar
ve MS ile izole edilmis protein spotlarinin sonraki analizi hizli ve dogru identifikasyonlar:
yapilabilmektedir (155). Bu teknik H. pylori de adezyon molekillerinin analizi ¢alismasinda
kullanlmustir ve tikarik materyalinde reseptorler arastirilmstir (132).

4.7.1.4.5. Floresan In Stu Hibridizasyon (F1SH)

In situ hibridizasyon, nikleik asit dizilerinin (DNA ve RNA) morfolojik olarak
korunmus kromozomlar, hiicreler veya doku kesitlerinde saptanarak gosterilmesini saglayan
ve temel olarak cift iplikli nikleik asit olusumu kinetigini kullanan 6zguin bir yontemdir. /n
situ hibridizasyonun diger hibridizasyon yontemlerinden (Southern veya Northern blot) farki
nikleik asitlerin biyolojik agidan morfolojisi korunmus hicresel ortamlarinda taninarak
gogterilmesidir. Boylece hedef nikleik asit dizisinin biyolojik yapilardaki yeri belirlenmis
olur. Prob secimine bagli olarak, belirli genom ve kromozomlar, tekrarlayan DNA dizileri, tek
kopyal1 diziler, mMRNA ve viral diziler gibi farkli hedefler saptanabilmektedir (29).

H. pylori'’de FISH vyontemi, ribozoma RNA'mn c¢oklu kopyalar1 ile
oligontikleotidlerinin tammlanmasinin spesifik DNA-DNA hibridizasyonuna baglhidir (16S
rRNA, 23S rRNA). Floresanla isaretlenmis H. pylori 16S ve 23S rRNA’sina spesifik
oligontikleotidler, H. pylori hiicresine penetre olur ve hedef sekansa baglanir. Bu test es
zamanli olarak H. pylori ve klaritromisin direncinin saptanmasina olanak verir ve direk olarak

gastrik biyopsi 6rneklerine uygulanabilir (29).

H. pylori icin tire spesifik saptama yesille isaretli 16S rRNA spesifik oligonikleotid
Hpy-1 (5-CACACCTGACTGACTATCCCG-3) ile yapilmaktadir. H. pylori enfeksiyonuna
kars: Ucll tedavide kullanilan temel antibiyotik olan klaritromisine karsi direng 23S rRNA’da
tanimlanan ¢ nokta mutasyonuna dayanmaktadir. Bu nokta mutasyonlar: kirmizi ile isaretli
ClaWwT (5-CGGGGTCTTTCCGTCTT-3), ClaR1 (5-CGGGGTCTTCCCGTCTT-3), ClaR2
(5-CGGGGTCTCTCCGTCTT-3) ve ClaR3 (5-CGGGGTCTTGCCGTCTT-3) problar ile
spesifik olarak hedeflenmistir (Sekil 16) (29,133).
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< Tiire spesifik prob
ﬁ :
@ @
QEAANEL. Direngll problar
@ ClWT Clas, < 8 ugiml
= CCGAAGA
= | :
o @ CiaRi Cia’, > 64 ug/mi
& GGAGAGA @ ChRica, > 64 pg/m
c -
GGCCAGA . ClaR2 Cla", = 84 pg/mi
G ",
. ClaR3 Clar, = 64 pug/mi

Sekil 16. Floresan In Situ Hibridizasyon (FISH) yonteminde Helicobacter pylori
spesifik oligonikleotid problar: (ClawT, ClaR1, ClaR2, ClaR3)

* 29'uncu kaynaktan alinmustir.

4.7.2. Invaziv Olmayan Yontemler

4.7.2.1. Ure Nefes Testi (UNT)

UNT invazif olmayan testler icinde altin standart bir yontemdir (19,20). Bu testin esas
amaci H. pylori tarafindan Uretilen gastrik Ureazin belirlenmesidir (12,133) Bu test
organizmanin  CO.'yi sindirilmis Ureden ayristiran Ureaz aktivitesi temel alinarak
hazirlanmustir. Isaretlenmis Urenin yutulmas: bu reaksiyonda uretilen isaretli CO,’ nin nefeste
belirlenmesi esasina dayanir (19,12). iki tipi vardir; Radyoaktif karbon **C karbon izotopu ve
stabil, non-radyoaktif *C izotopu (30). UNT’nin tam etkinligi %95'den fazla oldugu
bildirilmistir. UNT gegerli, pratik ve kolay okunabilir bir testtir (19).

Bu tegtin dezavantaji, maliyetinin ylksek olmasi ve pahali ve 6zel enstrimentallere
ihtiyag duyulmasidir (134-136). Buna karsilik bu testin avantaji kullanimi kolay olmasi ve
ozel transport kosullarina ihtiyac duyulmamasidir (134). **C iire nefes testi ucuzdur, fakat
radyoaktif bilesiklerin kullamlmas: 6zel ruhsat gerektirir ve bu testleri uygulayan personelin
radyoaktif kimyasallarin kullarminda egitimli olmalart gereklidir. **C tire nefes testi hicbir

radyasyon maruziyetine neden olmadigindan ornekler icin hicbir 0zel islem yapilmasi
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gerekmez. Ayrica gebe kadinlar ve ¢ocuklar da glvenlik endisesi duyulmaksizin test edilebilir
ve tekrar testleri de higbir sorun olusturmaz (30). Ayrica, UNT’ nin spesifitesi genc cocuklarda
azalmaktadir (137). Yapilan caismalarda alti yasin altindaki cocuklarda **C-UNT’nin
spesifitesinin azaldig rapor edilmistir (138).

4.7.2.2. Serolojik Y ontemler

Serolojik testler pahali olmayan ancak tam etkinligi dusik (%80-84) bir non invaziv bir
yontemdir (19). PPI tedavisi invaziv ve invaziv olmayan testlerde yanlis negatif sonuglar
verebilir. PPl test yapilmadan en az dort hafta dnce birakilmalidir Ancak bu durum serolojik
testler icin gerekli degildir. Serolojik testler kanamali Ulseri olan ve disik bakteriyal dansite
oldugu durumlarda Onerilmektedir (19). Serolojik testlerin H. pylori enfeksiyonu
izlenmesinde 6nemli bir role sahip degildir ve idrardan ve tukirikten spesifik H. pylori
antikorlarinin saptanmasi da hasta takibinde 6nerilmemekte ancak epidemiyolojik calismalar
icin Onerilmektedir (19).

4.7.2.2.1. Enzyme-Linked | mmunosor bent Assay (ELISA)

H. pylori enfeksiyonu kronik bir durumdur ve immunoglobilin G (IgG) (subtip 1 ve 4)
cocuklarda da dominant immunoglobilindir. 1gG mukozal diizeyde bulunur ve hemen hemen
bltin kan 6rneklerinde saptanabilir. IgM nadir gozlenir, sadece ¢alisma yapilacak olan akut
H. pylori enfeksiyonlari icin nadiren uygundur. Morris ve ark. enfeksiyonda ilk IgM yaniti
gbzlenmistir. IgA da enfeksiyon durumlarinda yukselme gosterir ancek her zaman gézlenmez.
Bu sebeple, IgM ve IgA antikorlari ile iligki sinirlidir, ticari Kitler ilk olarak anti- H. pylori
IgG antikorunu saptamak icin tasarlanmistir. 1gG antikor dizeyi H. pylori eradikasyon
tedavisinden sonra azaldigi bilinmektedir, fakat normal diizeye inmesi icin aylar veya yillar
gerekebilir (20).

CagA antikorlarim saptayan rekombinant proteinler kullamilarak tasarlanmistir. Bu
testler gastrik adenokarsinoma hastalarimin serumlarinda calisildiginda, standart H. pylori
ELISA testinden daha fazla pozitiflik bulunmustur. Bu durum CagA’ min yiksek immunojenik
molekl yapisina sahip olmasindan kaynaklanabilecegi distnilmektedir (20).
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4.7.2.2.2. \Westernbl ot

Yetiskinlerde H. pylori enfeksiyonu tamis icin ELISA yontemi yiksek dogruluga
sahipken cocuklarda ¢esitli duyarlilik ve 6zgullik gorilmustir. Western blot testi ise CagA ve
VacA gibi virulans faktorlerini iceren spesifik H. pylori antijenlerine baglanan antikorlarin
direkt olarak gorebilme olanag1 saglar. Bu proteinler yuksek immunojeniktir ve CagA igin
118-136 kDaluk ve VacA icin 89 kDa luk ptoteinlere karst spesifik 1gG immun yanitin
genellikle uyarirlar. Bu ylzden, bu test cocuklarda H. pylori enfeksiyonu tamisi icin daha
kesin oldugu dustinilmekte ve muhtemelen virulan suslar ile enfeksiyonun ayrilmasina olanak
tammaktadir (139).

4.7.2.3. Diski Orneklerinde Kullanilan Tan Y ontemleri

4.7.2.3.1. Duske Kiiltari

Diskidan H. pylori kultlrinin basar1 oram transport siiresine baglidir. Thomas ve ark.
gelismekte olan Ulkelerdeki kotl beslenmis cocuklarin diskilart kullanilarak kisa transport
siresi ile ilk kez digkidan kultr yonteminde basar1 elde edilmistir. H. pylori pozitif yetiskin
gonulltleri sodyum fosfat ile diyare olusturularak yapilan calismada, Parsonnet ve ark. bu
orneklerin % 50’sinde bakteri kilttri yapmayr basarmislardir. Dore ve ark. ayrica 12 hasta
arasindan U¢ H. pylori pozitif hastadan H. pylori izolasyonunu kulttr ortamina 6nceden safra-
ayirma gjan olan kolestramin ekleyerek kilttirde basari sagladiklarin bildirmistir (20).

4.7.2.3.2. Diski Antijen Testleri

Diski Orneklerinde H. pylori antijenlerinin  belirlenmes ilk kez 1997 yilinda
bildirilmistir. Poliklonal ve monoklonal anti-H. pylori digki antijen testleri kullanilmaktadir.
Megraud ve ark.; Kozak ve ark’ larinin H. pylori antijenlerini saptamak igin poliklonal anti-H.
pylori antikorlari ile kapli mikro kuyucuklarda immun kompleksleri saptamak icin
peroksidaz ile konjuge edilmis poliklonal antikorlar kullanarak 100 eriskin dispeptik hastanin
diski 6rneklerinde uyguladiklari ELISA testinin (HpSA, Meridian Diagnostic, Cincinnati,
OH) duyarliligin %88.8 ve spesifikligi %94.5 olarak bildirmislerdir. Avrupa da 11 endoskopi
Unitesi ile yapilan cok merkezli 500 hastanin degerlendirildigi calismada, UNT’ nin duyarhilig:
%95.3 ve gpesifikligi %97.7, digki antijen testinin duyarliligr %94.1, spesifikligi %91.8 olarak
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saptanmustir. HpSA’ min tedavi dncesi tamdaki 6nemi ¢ok sayida calisma ile konfirme edildigi
bildirilmistir. Ayrica cok merkezli bir ¢aligmada bu testin H. pylori eradikasyon tedavisinin
degerlendirilmesinde de yararl: oldugu bildirilmistir. Perri ve ark. 4-6 haftalik postterapi alan
458 hastanin UNT ve HpSA sonuglarini karsilastirdiklarinda hastalarin % 8 inde tutarsiz veya
kuskulu sonuglar bildirmiglerdir. Monoklonal antikorlarin kullanildigi Femtolab, Amplified-
IDEA-HpStar ve Immunocard STAT HpSA testleri poliklonal antikorlarin kullamldig
testlere gore sabit resktif kalitesine sahiptir, testler arasi degisikliklerden daha ziyade ¢ok iyi
uretilebilir 6zellikte ve elde edilen optik dansiteler belirgin olarak daha yuksektir (20).

Diski antijen testlerinin bazi kisithklart vardir. Bagirsak haraketlerinin etkisi heniiz
detayli olarak calisilmamistir. Temelde kabizlik antijenin par¢alanmasina neden olurken,
onemli bir dilusyon faktori var olmadikca, kisa bir gegis zamaninda degistirilmemis antijenin
eliminasyonu sbz konusudur. Deneysel 6rnekte en duslk konsantrasyon yalmzca 24 saat
bekletilme sonrasinda saptanamayabilir. Diski 6rneginin mukolitik ajan N-asetil sistein ile
muamele edilmes testin duyarlilik ve spesifikligini azaltmaktadir. Pozitif 6rnegin saptanmasi
icin cut-off degerinin belirlenmesi dnemlidir. Bu testler oldukga spesifik olmasina ragmen,
diskida nadir bulunan diger Helicobacter turlerinide saptayabilmektedir (20).

Ust gastrointestinal kanama varliginda H. pylori enfeksiyonu tarisinda, HUT ve UNT
yalanci negatif sonuclar verebilmektedir. Demiray ve ark. iki farkli monoklonal diski antijen
testini (Rapid STRIP HpSA ve Simple H. pylori antijen kaset test) karsilastirmuslar. Rapid
STRIP HpSA testinin duyarhiligi %60, spesifikligi %86, Simple H. pylori antijen kaset testinin
duyarliligr %33 ve spesifikligi %86 saptanmustir. Bununla birlikte Rapid STRIP HpSA testinin
Ust gastrointestinal sistem kanamali hastalarda H. pylori enfeksiyonunun saptanmasinda ve
eradikasyon kontroltnde rutin tam testi olarak kullanilabilecegini bildirmiglerdir (5).

HpSA non-invaziv diagnostik testler arasinda tam dogrulugu acisindan her yastaki hasta
icin uygulanabilir olan bir testtir. Ciinkii **C-UNT testinin cocuklarda spesifitesinin diisik
oldugu aynm zamanda serolojik testlerin de cocuklarda sensivitesinin dustk oldugu
bilinmektedir. Boylece digki antijen testleri 6zellikle gocuklar igin hem de epidemiyolojik
calismalar icin 6n plana ¢gitkmaktadir (137).

Maastrich 111 Sonug raporuna gore, monoklonal diski antijen testinin duyarliligi %91 ve
spesifikligi ise %93 olarak bildirilmistir. Digki antijen testi birden fazla drnek test edildigi
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zaman uygundur. Ancak, test hemen uygulanmayacaksa diski 6rnekleri —20°C'de
saklanmalidir. Digki antijen testinin duyarliligi diski 2-3 giin oda 1sisinda bekl etildikten sonra
%69’ a dismektedir. Seksen dokuz tane calismanin ele alindigi sisemik derlemede diski
antijen testinin duyarliligi ve 6zgulligu sirasiyla % 91 ve % 93 olarak bildirilmistir. Ayrica,
tedaviden en az dort hafta sonra H. pylori eradikasyonunun degerlendirilmesinde, UNT
onerilir ancak UNT’nin yapilamadig: durumlarda eradikasyon tedavisi takibinde monoklonal
antikorlarin kullamldig digk: antijen testlerinin kullanilmast: dnerilmektedir (19).

Geleneksel HpSA testlerinde temel teknik ELISA (HpSA ELISA) yontemidir. HpSA
ELISA yuksek diagnostik etkinligi ile hem yetiskinlerde hem de ¢cocuklarda uygulanmaktadir.
Ayrica, monoklonal anti-H. pylori antikorlari kullamlarak hizli, bes dakika da sonug
alinabilen immunoassay (rapid HpSA test) digki antijen testleri gelistirilmistir. Bu testin temel
teknigi lateral akis gosteren immunokromatografi teknigidir (138).

4.7.2.3.3. Diski PCR

1993 yilinda ilk kez Mapsone ve ark. diskidan izole etikleri H. pylori DNA’st ile PCR
calismislardir. Ancak, ayni basariya Van Zwet ve ark. ulasamamuslardir. Bu basarisizligin
nedeni hedef DNA’nin ¢cok az miktarda bulunmasi ve polimeraz reaksiyonunu inhibe edecek
maddelerin diski da bulunmasi olarak bildirilmistir. Bu istenmeyen maddelerin elimine

edilmes i¢in gok uzun, kompleks ve zor olan metotlar gelistirilmistir (20).

Diski-PCR H. pylori enfeksiyonun tammmlanmast icin kullanigli bir metot olabilir ancak
diskidan H. pylori DNA’sinin elde edilmesinde basari oranlari % 25- %100 olarak rapor
edilmistir. Bu degiskenligin gastrointestinal sistemde H. pylori’nin degradesyonu ve/veya
kompleks polisakkaritler gibi inhibitorlerin varliginin neden oldugu dustntlmektedir (140).
Ancak Sen ve ark. ise dispeptik hastalarda tek basamakli PCR amplifikasyon yontemi ile
diskida H. pylori tamsinin ve eradikasyon sonrasinda digki PCR tekniginin kullanlabilecegini
bildirmislerdir (141).

4.7.2.3.4. Diski Real Time PCR

Melting curve analizi ile biprobe real-time PCR kullanan Schabereiter-Gurtner ve ark.
tarafindan bildirilmistir. Bu arastirmacilar tam igin kullanlabilecegini bildirdiler ancak

duyarl: ve direncli suslardan olusan karisik populasyona sahip 6rneklerden sadece duyarli
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suslarin saptanabildigi bazi calismalarda ise hem H. pylori varligt hem de ¢ nokta
mutasyonunu da saptayan klaritromisin direncini gostermektedir (20,142,143). Diskidan PCR
ile H. pylori ve klaritromisin direncinin belirlenebilecegi ticari kitlerin gelistirilmesi tan
metodlar: igin stiphesiz gegerli ve kullamgli olacaktir. Ancak, duyarlilik ve 6zgullik degerleri
henliz daha belirlenememistir (20).

4.7.2.4. idrar Antikor Testleri

Idrardan H. pylori antikoru icin kullamlan immunoassaylerin H. pylori tams: icin
onemli ve kullamsli bir teknik oldugu, ayrica, H. pylori’ye karsi idrar antikorlarinin tespit
edildigi ELISA testlerinin hem sensivitesi hem de duyarlilig: bildirilmistir (136). Idrardan 1gG
antikorlarinin non-invaziv olarak belirlenmesi kan testleri ile belirlenen antikor testlerine kars:
alternatif olabilecegi dustnulmektedir. Idrar IgG URINELISA ve hasta basi kromatografik
yontemle idrar testleri (RAPIRUN) Japonya da kullanilmis ve sonuglarin olumiu oldugu
bildirilmigtir. Ayrica, hasta basi1 testleri Amerika ve Tayvan populasyonlarinda yapilan
calismalarda yiksek dogruluk bulunmustur (143). Ancak, idrardan H. pylori antikorlarinin
belirleyen immunoassay metodu (URINELISA) Japonya’ da kullanilmakta ve bu testin klinik
yarari sinirlt oldugu bildirilmistir. Neden olarak, hastalarin ve H. pylori suslarimn farkl
genetik yapiya sahip olmalar ile farklr antijen-antikor yaniti olusturduklarindan URINELISA
sonuglarin da etkiledigi dustntlmektedir (144).

4.8. Helicobacter pylori Enfeksiyonunda Tedavi

H. pylori enfeksiyonu birinci basamak tedavisinde kullarilan ajanlar; klaritromisin,
amoksisilin, PPI, metronidazol, tetrasiklin, bizmut olarak bildirilmistir. TUm diinyada en stk
kullanilan Uc¢lu tedavi FDA onayli lansoprazol 30 mg, klaritromisin 500 mg ve amoksisilin 1
g dir. Her biri 14 gin boyunca iki kere verilir. Alternatif degiskenler amoksisilin yerine
metronidazol ve 14 gunlik; Klaritromisin (250 mg veya 500 mg), metronidazol (500 mg) ve
bir PPI (omeprazol 20 mg veya lansoprazol 30 mg, gtinde bir kere veya iki kere) iceren giinde
iki kere uygulanan kombinasyondur (30).
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4.9. Helicobacter pylori Antimikrobiyal Direncin M olektler M ekanizmasi

Guncel tedavi yontemi PPl ve amoksisilin ve klaritromisin iceren iki veya daha fazla
antibiyotik tedavisinden olusur. Ancak, H. pylori antibiyotik direncinin artmasi halen daha
blyumekte olan bir problemdir (145).

H. pylori, Mycobacterium tuberculosis gibi mutasyonlar ile diren¢g olusumuna neden
olmaktadir (Tablo 3). Diren¢ mekanizmasi horizonta olarak transfer olabilen plazmitler ile
degil fakat vertikal olarak transfer olabilen nokta mutasyonlar ile gergeklesir. Vertikal gegisin
avantaji ise eger midede aymi anda iki tane sus bulundugunda transformasyonun
gerceklesebilir olmasidir.  Bu durum antibiyotik direng oramin da artisa neden olmaktadir
(20).

Bircok bakteride, ilag “efflux” (cikis) proteinleri antibiyotiklerin dogal tepkisine
katkida bulunur ve antibiyotik direncinin ortaya ¢ikmasina neden olur. 2000 yilinda, H. pylori
antibiyotik direnci ile varsayilan Ug effluks sistemi arasinda iliskinin bulundugu, Escherichia
coli ve Pseudomonas aeroginosa gibi Gram negatif bakterilerde genellikle tammlanan
sistemler olduklarinin sonucuna varilmigtir. H. pylori amoksisilin direngli suslarda “effluks’
mekanizmasinin olmadigi bildirilmistir. Antibiyotik direncinden ayri olarak, H. pylori de
“effluks’ sistemi bakterinin gastrik cevrede adaptasyonu icin 6nemli olan metal homeostatik

olusumunun devam igin 6nemli rol oynadig: bildirilmistir (20).

Klaritromisin direnci Amerika da % 5-14 ve Avrupa da % 10’un Uzerindeki oranlarda
bildirilirken, Ulkemizde oran % 17-56 arasinda rapor edilmistir (144). Klaritromisin direncli
H. pylori suslarinda 23S rRNA genlerinde genellikle mutasyonlar goruldigi bilinmektedir.
Y apilan cesitli calismalarda, 23S rRNA V domaininde ¢ nokta mutasyonu 2142 ve 2143
pozisyonunda Adeninin-Guanine degistigi ve VI domaininde 2717 pozisyonunda Timinin-
Sitozine degistigi nokta mutasyonlarinin klaritromisin direncine neden olduklar: gosterilmistir
(145). Ayrica, T2182C mutasyonunun da klaritromisin direnci ile iliskili oldugu onerilmistir
(146).
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Amoksisilin, H. pylori enfeksiyonu icin kullanilan temel antimikrobiyal ajanlardan bir
tanesidir. H. pylori amoksisilin direnci son zamanlarda artis gostermektedir ve bazi bolgelerde
eradikasyon basarisizliginin temel nedenidir. Penisilin baglayan protein 1 (PBP1)’in multiple
mutasyonu sonucu H. pylori amoksisilin direnci olusumuna neden oldugunu rapor emislerdir.
PBPs, C-terminal bolgesinde transpeptidaz bulunan peptidoglikan biyosentez enzimidir.
Sirasiyla pbpl, ftsl ve pbp2 tarafindan kodlanan PBP1(HPO597), PBP2 (HP1556) ve PBP3
(HP1565) H. pylori’de yuksek molekiler agirlikli PBPS ler olarak bildirilmistir ( 147).

Makrolid ise 23S rRNA genindeki ribozomun baglandig1 peptidil transferaz bdlgesine
baglanarak etkisini gosterir. H. pylori direnci nokta mutasyonlart (2142 ve 2143) ile
gerceklesir. Tetrasiklin; ribozomun 30S altbirimine baglanarak protein sentezini bloke eder.
Tetrasiklinin hedef bdlges ise iki rrn 16S operon bolgesidir. Florokinolon gyrA geni
tarafindan kodlanan DNA giraz’in A atbirimini inhibe eder (Tablo 3) (20).
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Tablo 3. Hdicobacter pylori’de antimikrobiyal direng gelismesine neden olan nokta

mutasyonlari

Antibiyotikler Genler
Makrolid rrn 23S
Metronidazol rdxA, frxA
Kinolon gyrA
Rifampin rpoB
Amoksisilin plpl
Tetrasiklin rrn 16S

* 20'inci kaynaktan alinmustir.
4.9.1. Antimikrobiyal Direncin Genotiplendirilmesi

H. pylori enfeksiyonu tarumlamast icin birgok yontem vardir. Ornegin; serolojik testler
hizlichr, fakat anti-H. pylori antikorlar: tedaviden (g ile alti ay sonra da bulunabilir; bu
nedenle aktif enfeksiyon ile gegcmiste gelismis enfeksiyon ayrimi yapilamamaktadir. Gastrik
biyopsi 6rneginden yapilan HUT ise kesin bir tam koyma yontemi degildir, bu nedenle
yardimc test olarak dustnulmektedir. Kaltdr ve H. pylori izolasyonu spesifik bir metottur ve
antibiyotik duyarlilik testi de uygulanabilir ancak dort ile yedi giin inkibasyon stresinden
dolay1 zaman alict bir yontemdir. H. pylori antibiyotik duyarliligi genellikle E-test, agar
dilusyon ve disk diflzyon gibi kiltir temelli metotlar ile arastirilmaktadir. Antibiyotiklerin
minimal inhibisyon konsantrasyonu (MIK) saptayan bu testler zaman alicidir ve sonuglar
degiskenlik gosterir (20,148). Histolojik inceleme, H. pylori tammlamast icin duyarliligi ve
spesifikligi yuksek bir yontem olmasina rasmen antibiyotik duyarlilig: ile ilgili bize bilgi
vermez (20).

Bazi molekller metotlar gelistirilmistir. PCR metotlar1 biyopsi drneginden veya H.
pylori suslarinin kilttrinden veya digski 6rneklerine uygulanabilmektedir (149). Flouresan in
situ hibridizasyon (FISH) ise tam mikrobiyolojisinde hizli ve spesifik bir yontem olarak

dusunilmektedir. Ribozomal RNA’ya baglanan floresan isaretli oligonikleotitler
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mikroorganizmalarin direkt tammmlanmast icin FISH tekniginde kullamimaktadir (150). Bu
test ey zamanlt olarak H. pylori’nin varliginin gosterilmesine ve klaritromisin direncinin
sgptanmasina olanak saglamaktadir. DNA preparasyonuna gerek yoktur ve direk olarak
gastrik biyops orneklerine uygulanabilir (148). Klaritromisin direncinin saptanabilmes i¢in
gesitli genotipik mutasyonlar gelistirilmistir. Bunlardan esas kullanilan metotlar; PCR-RFLP
ve real-time PCR’dir (Tablo 4) (20).

Tablo 4. Helicobacter pylori de makrolid direncinin saptanmasi igin kullamlan genotipik
metotlar

23SrRNA metot tipleri M etot

Gen Amplifikasyonu ile Sekans, pirosekans

RFLP

Oligonukleotit ligasyon assay

DNA enzim immunoassay

LIPA (INNO-LIPA)

Preferential homoduplex formation assay

3 -Mismatched PCR

3'-Mismatched PCR Reverse PCR

Real-time PCR

Mikroelektronik chip array

Elektrocataytic detection

Gen amplifikasyonu olmadan FISH

* 20'inci kaynaktan alinmustir.
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Calisma Grubu

Dokuz Eylul Universitesi Tip Fakiltesi Gastroenteroloji Poliklinigi’ne dispeptik
yakinmalart nedeniyle Kasim 2007-Agustos 2009 tarihleri arasinda basvuran ve endoskopi
endikasyonu konulan 32 hasta ve retrospektif olarak 92 hasta olmak Uzere toplam 124 hasta
(89 kadin, 35 erkek; yas ortdlamas 47.8 £+ 12.1 SD; yas araligi 19-83) calismaya alindi.
Dispeptik hastalar Roma 11 Kriteri'ne gore belirlendi (Tablo 5) (151,152). Dispeptik
hastalarda; koagulopati, gebelik, laktasyon, yakin zamanda kan transfiizyonu olan, gastrik
cerrahi girisim geciren, ciddi karaciger hastaligi olan, son 6 ay icinde H. pylori eradikasyon
tedavisi aanlar, son bir ay icinde NSAII, PPl ve antibiyotik kullanan hagtalar dislama
kriterleri nedeniyle calismaya alinmadi. Endoskopi endikasyonu konulan tim retrospektif ve
prospektif hastalarla bizzat konusulup calisma hakkinda bilgi verildi ve ¢alismaya katilmay:
kabul eden hastalara "Gonullt Bilgilendirme Formu" okutulup imzalart alindi (EK-1).
Oncelikli olarak endoskopi randevular: alindi. islemden énce ve islem sirasinda endoskopide
uyulmast gereken kuralari iceren bilgilendirme kagidi ve endoskopi olacaklar tarih
endoskopi Unitesinden hastalara endoskopi Unitesi sekreteri tarafindan temin edildi. Her
hastaya bir numara verilerek "Gonillu Bilgilendirme Formu", endoskopi raporu, patoloji
raporlart ve calisma formlar: (EK 2) bir dosyada toplandi.

Tablo 5. Romalll ¢caisma grubuna gore fonksiyonel dispepsi ve altgruplarinin tanim

Fonksyonel dispeps tanim

8 12 ayicinde en az 12 hafta aralikli ya da araliksiz olarak asagidakilerin varligi

§ Ust abdomende sirekli ya datekrarlayic: agri yada rahatsizlik, huzursuzluk varlig

§ Busemptomlar: agiklayacak organik neden olmamasi

§ Defekasyonlarahatlama olmamasi, diski sayisi ve formu ile iliskisi olmamasi
Dispeps alt gruplar:

Ulser benzeri dispepsi

§ Ust abdomendeki agri predominanttir
Dismotilite benzeri dispepsi
§ Us abdomende huzursuzluk predominanttir. Bu huzursuzluk, (st abdomende
dolgunluk, erken doyma, siskinlik, gegirme ve bulantiy: icerir
Tammlanamayan dispepsi
§ Yukarndakiler gibi tammlanamayan tiptir
*151,152'inci kaynaktan alinmustir.
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i. Etik Kurul Onay:

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik ve Laboratuvar Arastrmalari Etik
Kurulu 19 Haziran 2008 tarih ve 05/14/2008 nolu toplantisinda 252/2008 protokol numarali
“Helicobacter pylori CagA EPIYA motifleri ile klaritromisin direnci, gastropatolojik ve
Klinik iligskisinin arastirilmas” isimli yiksek lisans tezi arastirma projesinin uygulanmasi
onayt 20.06.2008 tarih ve 256 sayili yazi ile onayr alinmistir (EK-3) ve 03 Temmuz 2008
tarih ve 31/15/2008 nolu toplantisinda 252/2008 protokol numaralt “Helicobacter pylori
CagA EPIYA motifleri ile klaritromisin direnci, gastropatolojik ve klinik iliskisinin
arastirilmas”  isimli yiksek lisans tezi arastirma projesinin arastirmaci isim degisiklikleri
Etik Kurul tarafindan kabul edilerek onay: alinmistir (EK-4).

5.2. Biyopsi Orneklerinin Alinmasi

Calismaya katilan hastalara, en az sekiz saatlik agliktan sonra Fujinon SN 2 GN20 A003
veya SN 1 GN20 A923 marka videoendoskopla Uist gastrointestinal sistem (GIS) endoskopisi
yapildi. Endoskopi 6ncesi, endoskopi sirasinda ve sonrasinda hastalara bizzat refakat edildi.
Endoskopi 6ncesinde %10'luk Xylocain pump sprey ile farinkse lokal anestezi uygulandi.
Retrospektif hasta grubundan endoskopi sirasinda mide antrum ve korpusundan dorder olmak
Uzere toplam sekiz, prospektif hasta grubundan ise lUger olmak Uzere toplam alti biyopsi
ornegi alindi. Bir korpus ve bir antrum biyopsi 6rnegine endoskopi sirasinda HUT uygulandi.
Retrospektif tiim hasta grubunda bir korpus ve bir antrum 6rnegi, prospektif hasta grubunda
ise Uzman Endoskopist tarafindan gerekli gorildigi takdirde bir korpus ve/veya bir antrum
ornegi histopatolojik acidan incelenmek Uzere Patoloji Anabilim Dali’ na gonderildi. Diger bir
korpus ve bir antrum ornegine ise kiltir ve biyopsi PCR yontemi uygulanmast icin Tibbi

Mikrobiyoloji Anabilim Dali’ na ulastirildi.
5.2.1. Hid: Ureaz Testi (HUT)

Bir gram tre 10 ml steril distile suda eritilerek hazirlanan karisimdan her test tiptne
birer ml dagitildh (pH <8.1). Korpus ve antrum drnekleri Ure sollisyonu iceren birer test
tuplne konuldu ve Gzerlerine ikiser damla% 0.1’ lik fenol kirmizisi soltisyonu eklenerek 0-10-
15 dakika, 3-5 saat ve 24 saat icerisinde HUT sonucu degerlendirildi. Ureli soliisyon
icerisindeki gastrik biyopsi 6rnegi H. pylori ile enfekte ise bakterinin Ureaz enzimi varliginda
Ure hidrolizi sonucunda agiga ¢ikan 2 NH3 ve 2 CO; ile pH’sinin degismesi ile renk ve pH
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indikatort fenol kirrmzist Ureli soliisyonda pembe renk degisiminin gortilmesi (pH >8.1)

pozitif, rengin degismemesi ise negatif olarak degerlendirildi.
i. Endoskoplar:n Serilizasyonu:

Endoskoplarin 6nce mekanik olarak temizligi su ile yikanp fircalanarak, daha sonra
%?2’lik glutaraldehit iceren Fujinon Choyang otomatik yikama makines ile 20 dakika
yikanmasi endoskopi Unitesinde yapilmakta ve su ile durulanip kurutularak bir sonraki hasta

icin uzman endoskopist tarafindan kullaniimak tizere hazirlanmaktadhr.

5.2.2. Biyops Orneklerinin Histopatolojik /ncelenmesi:

Retrospektif tim hasta grubunda bir korpus ve bir antrum 6rnegi, prospektif hasta
grubunda ise Uzman Endoskopist tarafindan gerekli goruldugt takdirde bir korpus ve/veya bir
antrum 6rnegi histopatolojik acidan incelenmek Uzere hemen %10’luk formalin sollisyonu
iceren siselere alindi. Ayri ayri siselerde alinan bolgeler belirtilerek rutin histopatolojik
inceleme istemi ile Patoloji Anabilim Dali'na ulastirildi.

118 hastada; 92 retrospektif hastamn 91'inin antrum ve korpus toplam 182, 1'inin
yalnizca antrum biyops 6rnegi; 32 prospektif hastamin 17’sinin antrum ve korpus toplam 34,
9 unun yalnizca korpus biyopsi 6rnegi olmak tzere toplam 226 biyopsi drnegi gastrointestinal
patoloji ile ilgili patoloji uzman tarafindan H&E, Alcian blue ve Giemsa boyalar ile
boyanarak 1s1k mikroskobunda (Nikon E600) morfolojik olarak incelendi. Lamina propria da,
pitlerde enflamasyon, atrofi, intestinal metaplazi (IM) ve HPL her biri 0-3 arasi olarak
guncellestirilmis Sydney Sistemine gore degerlendirildi (124).

5.2.3. Hastalar:n Helicobacter pylori Enfeksiyonu Yonunden Degerlendirilmes

Alinan her bir korpus ve antrum biyopsi érneklerine uygulanan histopatolojik inceleme,
HUT ve kdltdrin, en az ikisinin pozitif oldugu olgular H. pylori enfeksiyonu olumlu;
tUmindn olumsuz oldugu olgular H. pylori enfeksiyonu olumsuz kabul edildi. Ancak yalmzca
HUT veya histopatolojik incelemeden birinin olumlu oldugu hastalar etik ve klinik yénden
H. pylori enfeksiyonu olumlu olarak degerlendirildiginden, calismamizda da H. pylori

enfeksiyonu olumlu olarak degerlendirildi.
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5.2.4. Biyops Orneklerinin Mikrobiyolojik /ncelenmesi

5.2.4.1. Helicobacter pylori Kiltir Protokoli

i. Besiyerlerinin Hazrlanmas

%7 At Kanl: Helicobacter pylori Secici Besiyeri:

§ ColumbiaBlood Agar 19.5 gr/mi

§ Defibrine At Kam 35 ml.

§ H. pylori Selective Supplement (DENT) 1 vial 500 ml besiyeri icin
§ Didtilesu 465 ml.

Columbia Blood Agar (Oxoid) besiyerinden 19.5 gr 465 ml digtile su icerisine ilave
edildi ve 121 °C’ de 15 dakika otoklavlandi. Besiyeri 50°C’ye geldiginde 35 ml steril defibrine
at kam (Horse Blood Defibrinated, Oxoid) ve 2 ml steril distile su icerisinde eritilen H. pylori
Selective Supplement (DENT, Oxoid) besiyerine ilave edildi. Daha sonra besiyeri 90 mm
petrilere aseptik kosullarda dokildi. Besiyerleri donduktan sonra kontaminasyon kontrol(
icin besiyerleri 24 saat etlivde bekletildi. Besiyerleri posetlenerek buzdolabinda +4°C’de
saklandi.

Transport besiyerinin hazrlanmas::

Brucella Broth (Beckton Dickinson and Company) besiyerinden 2.8 gr 80 ml distile su
icerisine eklendi ve 121 °C'de 15 dakika otoklavlandi. Otoklavdan sonra gliserol
soltsyonundan (Baked Analyzed) 20 ml eklendi. Steril ependorflara 1'er ml olacak sekilde
alikotland: ve buzdolabinda +4°C’ de saklandh.

%20 Gliserolli Sok besiyerinin hazrlanmas:

Gliserol solisyonu (%40) ve 40 ml Brain Heart Infusion (BHI) Buyyon (Beckton
Dickinson and Company) 121°C'de 15 dakika ayri ayri otoklavlandi. Dokuz Eylil
Universitesi Hastanesi Merkez Laboratuvarlan Seroloji Laboratuvar’ ndan serolojik olarak

taranmis taze insan serumu filtre edilip 56°C’ de 30 dakika su banyosunda inaktive edildi. Bu
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besiyeri icin hazirlananlar ve 10 ml steril taze insan serumu karistirilarak steril ependorflara
1’er ml olacak sekilde alikotlandi. Buzdolabinda +4°C’ de saklandi.

ii. Kaltdr Protokol tinin Uygulanmas:

§ Endoskopi sirasinda alinan bir antrum ve bir korpus gastrik biyopsi drnekleri % 20
Gliserolli Brucella broth iceren H. pylori transport besiyeri ile Tibbi Mikrobiyoloji
Anabilim Dalr’ nda laboratuvara getirildi. Transport besiyeri icerisindeki gastrik biyopsi
ornekleri aseptik kosullarda steril petrilerin icerisine alindi ve biyops ornekleri steril
bistiri veya doku homojenizatori (Sigma Aldrich) ile ezilip pargalandh.

§ Parcalanan biyopsi orneklerinin pasaji % 7 at kanli Columbia Blood agar besiyerine
yapildi. EKim yapilan plaklar 37°C’de 3-7 glin anaerobik jar (Oxoid) icerisinde GasPak
Campy Container System (Becton Dickinson and Company) kullanilarak olusturulan
mikroaerofilik kosullarda enkiibe edildi.

§ Kultdr 6nces parcalanan antrum ve korpus biyopsi 6rneklerinin her birinden bir kisim
kiltirle es zamanli olarak antrum ve korpus icin ayri ayri Christensen’s Ureli agar
besiyerine direkt biyopsiden Ureaz testi icin konuldu. Aym zamanda direkt dokudan
imprint preparat hazirlandi ve modifiye Gram boyamasi ile boyandi. Doku hlicrelerinin
arasinda H. pylori varligi ve tipik morfoloji 151k mikroskobunda (Olympus, CX31 RTSF)
100X immersiyon objektifi ile incelendi.

§ Ureyen kolonilerin %7 at kanli Columbia Blood agar besiyerine pasajlanarak
subkdltirleri yapildi. Ayrica enkiibasyon sonrasi Ureyen H. pylori kolonilerinin direkt
bakisi, katalaz, oksidaz, Ureaz testleri ve modifiye Gram boyamas: yapildi. Gram (-) H.
pylori varligi ve tipik morfolojisi 1sik mikroskobunda (Olympus, CX31 RTSF) 100X
immersiyon objektifi ile incelendi.

§ Subkdltirden Greyen H. pylori kolonileri %20 gliserolll BHI buyyon iceren stok besiyeri
ile homojenize edilerek -80 °C’ de saklandi.

*** Retrogpektif olarak calismaya alinan 65 dispeptik yakinmali hastanin korpus ve antrum
biyopsi drnekleri New York Universitesi Veterains Affair Laboratuvarinda uygulanan kailtir
protokoline gore Prof. Dr. Ozlem Yilmaz'in diger bir projesi kapsaminda Prof. Dr.

Guillermo |. Perez-Perez ve grubu tarafindan daha 6nceden calisil mstir.
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5.3. Serum Orneklerinin Alinmasi, Saklanmas ve Y éntemlerin Uygulanmas

Endoskopi ile es zamanli olarak her hastadan 10 ml vendz kan 6rnegi alindi, ayrilan
serum Ornekleri 1.5 ml’lik steril burgulu kapakl: santrif(jj tiplerine (Axygen SCT-150-C) U¢
adet olmak Uzere paylastirildi. - 20 “C'de calisilana kadar saklandh.

i. Anti-H. pylori 1gG ELISA

Anti-H. pylori 1gG antikorlari, strain “Lior 1 (Brussels)’H. pylori susundan elde edilen
antijen ile kaplanmis mikrotitrasyon kuyucuklar: iceren ELISA (EUROIMMUN Medizinische
Labordiagnostika, L Ulbeck) tegti ile arastirildi.

Serum ornekleri 6rnek tamponu ile 1:101 oraninda (10 pl serum 1.0 ml 6rnek tamponu)
dilue edildi, karistirildi. Kalibrasyon ve kontrol serumlart kullamma hazir oldugundan dilte
edilmedi.

ii. Anti- CagA 1gG ELISA

Anti-H. pylori CagA 1gG antikorlari, tam uzunlukta bir protein olarak E. coli’de
eksprese edilen cDNA karsiligr olan, rekombinant H. pylori CagA antijeni ile kaplanmis
mikrotitrasyon kuyucuklar iceren ELISA (EUROIMMUN Medizinische Labordiagnostika,
L Ubeck) tedti ile arastirild.

Serum ornekleri 6rnek tamponu ile 1:101 oraninda (10 pl serum 1.0 ml 6rnek tamponu)
dilue edildi, karistirildi. Kalibrasyon ve kontrol serumlart kullamma hazir oldugundan dilte
edilmedi.

iii. Anti-H. pylori 1gG ve anti- CagA 1gG ELISA Test Prosediirt

Kalibrasyon serumlari, pozitif ve negatif kontrol, dille edilmis hasta serumlart 100'er pl
olmak Uizere uygun kuyucuklara pipetlendi. Kuyucuklarin tzeri kapatilarak 30 dk odaisisinda
enkibasyona birakildi.

Kuyucuklar t¢ kez, 300'er pl yikama tamponu (10X) ile yikandh.

100 pl enzim konjugat (peroksidazla isaretli anti-insan 1gG) her kuyucuga pipetlendi.
Kuyucuklarin Uzeri kapatilarak 30 dk oda isisinda enkubasyona birakildi.
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Y ukaridaki yikama islemi aynen tekrarlandi.
100 pl kromojer/substrat solisyonu her kuyucuga pipetlendi. Kuyucuklarin Gzeri
kapatilarak 15 dk odaisisinda, karanlikta enktibasyona birakildi.

100 pl durdurma soliisyonu (0.5 M dllfrik asit) her kuyucuga pipetlendi.

Durdurma soltisyonu eklendikten sonra 30 dk iginde kuyucuklardaki renk yogunlugu
gorsel ve 450 nm'de (620 nm referans dalga boyu olmak Uzere) daha 6nceden kit Ureticisinin
Onerdigi sekilde programlanmis olan “Organon Technica Microwell system” ELISA otomatik
plak okuyucuda fotometrik olarak okutulup degerlendirildi.

Uretici firmanin tarafindan belirtilen enfekte olmayan bireylerin normal referans
degerlerinin Ust sinir esik degeri (cut-off degeri) 20 rolatif Uniteler (RU)/ml, bu degerin
altindaki sonuclar negatif, Uzerindekiler de pozitif kabul edildi. Pozitif ve negatif kontrol
serumlar her ¢calismada internal kontrol olarak kullanild.

5.4. Helicobacter pylori DNA’sinin K oloniden Ekstraksyonu
5.4.1 Wizard Genomik DNA Purifikasyon Kiti Uygulamas: (Promega)
Ornegin Hazrrlanmas::

Retrospektif olarak calismaya alinan 65 hastarin kilttr pozitif suslardan icerisinde 1 ml
distile geril su veya PBS bulunan ependorf tlplerine steril ekivyon ile toplanan kolonilerden
slispansiyon hazirlanarak DNA ekstraksiyon protokoltine gore diger proje kapsaminda DNA
ekstraksiyonu New York Universitesi Veterains Affair Laboratuarinda daha ©nceden
gerceklestirilmistir.

5.4.2. High Pure PCR Template Haz:rlama Kiti Uygulamas: (Roche)

H. pylori NCTC 11637 Sandart Susu ve Hastalardan /zole Edilen H. pyiori suslar:nin
Haz:rlanmas::

%7 a kam iceren taze hazirlanmis H. pylori Selective Supplement DENT (Oxoid)
eklenmis Columbia Blood Agar besiyerinde treyen H. pylori NCTC 11637 standart susu ve
kultdr pozitif hastalarin antrum ve/veya korpus biyopsi érneklerinin her birinden izole edilen
H. pylori suslarinin kolonilerinden bir 6ze yardimi ile 5 ml PBS (Biochrom AG) igeren steril
tipte McFarland 2 (6x10° CFU/mL) bulankliginda bakteri siispansiyonu hazirland,
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otomatize Densimat (Biomerieux, France) cihazi kullamlarak McFarland 2 bulanklig:

saptandi.

DNA Ekstraksiyonu Protokol U;

1. Hazirlanan McFarland 2 (6x10° CFU/mL) bulanikliginda bakteri siispansiyonunun 200
pl'si nikleaz icermeyen 1.5 ml mikrosantrif(j tUpinde (Greiner Bio-one) 3000 x @
(~7000 rpm)’de 5 dakika santriftij edildi. Supernatant atildi ve pellet Uzerine 200 pl PBS
eklendi. 1yice karstirildi.

2. 5yl lizozim eklendi. 37°C’ de su banyosunda 15 dakika enktibe edildi.

3. Su banyosunun sicakligi 70°C'ye cikarildi. Eltisyon tamponu kullanilincaya kadar
70°C’de su banyosunda bekletildi. 200 pl baglama tamponu ve 40 pl Proteinaz K
karistirilarak bir karisim (240 pl) hazirlandi. Bu iki maddenin 6nceden ayri olarak
karistirilmasinin nedeni homojenizasyonu tam olarak saglamaktir. Daha sonra ornek
Uzerine hazirlanan bu karisgim eklendi ve 70°C’de 10 dakika su banyosunda enktibe
edildi.

4. Su banyosundan ¢ikan drnek tizerine 100 pl isopropanol akol ilave edildi ve karistirild.

5. Altinda toplama tipl olan saflastirma kolonuna tim sivi 6rnek eklendi ve kapagi
kapatilarak 8000 x g (~12000 rpm)’'de 1 dakika santrifllj edildi. Santriflj sonrasinda
toplama tUpu atildi ve saflastirma kolonunun altina yenisi yerlestirildi.

6. Saflastirma kolonunun tzerine 500 ul inhibitor uzaklastirma tamponu ortamdaki DNAaz
gibi inhibitorleri uzaklastirmak icin eklendi. TUplUn kapagi kapatilarak 8000 x g (~12000
rpm)’de 1 dakika santrif(jj edildi. Santrif(ij sonrasinda toplama tipu atildi ve saflastirma
kolonunun altina yenisi yerlestirildi.

7. Sdflastirma kolonunun tizerine 500 ul yikamatamponu eklendi. TUptn kapagi kapatilarak
8000 x g (~12000 rpm)’de 1 dakika santriftij edildi. Santrif(j sonrasinda toplama ttpu
atildh ve saflastirma kolonunun altina yenis yerlestirildi.

8. Sdflastirma kolonunun tizerine 500 ul yikamatamponu eklendi. TUptn kapagi kapatilarak
8000 x g (~12000 rpm)’de 1 dakika santriftij edildi. Santrif(j sonrasinda toplama ttpu
atildi ve saflastirma kolonunun altina yenisi yerlestirildi. Saflastirma tUpuniin kapagi
kapatilarak kolonun daha iyi kurumasi igin 10 saniye son hiz santrifdj edildi.

9. Saflagtirmatipinin altina 1.5 ml hacimli ependorf tipu yerlestirildi. Saflastirma tipinin
Uzerine 70°C’de tutulan ellisyon tamponun’dan 200 pl eklendi ve kapag: kapatilarak
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8000 x g (~12000 rpm)’de 1 dakika santrifllj edildi. Bu islem sonunda saflastirma ttpt
atildi. 1.5 ml ependorf tipt icinde toplanan 6rnek ekstrakte edilen DNA’ dir.

Ekstrakte edilen her bir DNA 6rneginin miktart Picodrop cihazi kullanilarak olglldu.
Ekstrakte edilen DNA 6rnegi +4°C’de saklandi. Ornekler daha sonra uzun siire saklanmak
Uzere calisihincaya dek -20°C’ ye kaldirildi. Ayrica, J99 H. pylori DNA’s ise pozitif kontrol
olarak kullamimak Uzere Bordeaux France Helicobacter Campylobacter Referans
Laboratuvarindan temin edilmistir.

5.5. Helicobacter pylori CagA EPI'YA Motif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Uygulamas
5.5.1. Kullanzlan malzemeler ve hazirlanmalar:
1) 10 mM dNTP karisim

A) dATP, dCTP, dGTP ve dTTP nin her birinden ayr1 ayr1 400 ul alarak olusturulan
dNTP karisimi (Promega) 14,4 ml steril distile su igerisinde homojenize edildi.
Hazirlanan karisim iyice karistirildi.

B) 10 pl dNTP (Sigma) karisimu (dNTP tUpu icerisinde her birinden 10 mM olarak:
dATP, dGTP, dCTP ve dTTP) 40 pl steril distile su icerisinde 1:5 oraninda homojenize
edildi.

2) Qiagen Tag DNA Polimeraz (250 units) (Qiagen) ve Taqg DNA Polimeraz (500 units)
(Fermentas)

Kullanima hazir olarak temin edildi.
3) Primerler (HPLC saflikta)
ureA (411 bp)
HPU-1; 5-GCCAATGGTAAATTAGTT-3 (forward primer)

HPU-2; 5-CTCCTTAATTGTTTTTAC-3 (reverse primer) (TibMolBiol) (141)
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cagA (370-570 bp)
cagA2530S; 5-GTTAARAATRGTGRAAY GG-3 (forward primer)
cagA3000AS; 5-TTTAGCTTCATACGC-3 (reverse primer) (Sigma) (7)

Liyofilize primerler, kalite belgesindeki belirtilen oranlarda, HPU-1: 491 pl, HPU-2:
589 ul, cagA2530S. 881 ul, cagA3000AS: 886 ul, eril, nikleaz icermeyen de-iyonize
distile su (ultra pure water for HPLC Biochrom AG) (pH 7) ile sulandirildh.

Hazirlanan bu stok soliisyondan 20 pl alip, 180 pl distile su ile karistirilarak karisim
hazirlanch. Onciiller bittiginde aym islem ana stoktan tekrarlandh.

4) (A) 50 bp 1kB ladder (Invitrogen): 175 pl DNA marker, 2.5 ml 10X TAE ve 1 ml 6x
loading buffer karistirilarak hazirlandh.

(B) GeneRuler ™ 50 bp DNA ladder (50pg) (Fermentas #SM0371): 5 pl DNA Ladder,
5 ul 6x loading dye ve 20 pl distile su karistirilarak hazirland:.

5) Agaroz (500 g) (Crystalgen) ve Seakem ® LE Agaroz (Lonza,USA)
6) Etidium bromid (10 mg/ml) (BIO-RAD, Cat No: 161-0433) ve (Sigma)

0.1 gr eidium bromid 10 ml distile su icerisinde ¢ozilerek hazirland.
7) TBE 10X tamponu (Applichem)

20 ml TBE 10X soltisyonu ve 980 ml distile su karistirilarak 1X TBE tamponu elde edildi.

8) 6X Orange DNA L oading dye (Fermentas #RO631)

5.5.2. DNA’ nin Cogaltiimas: (Amplifikasyon)
1) Amplifikasyon i¢cin PCR K arisimimin Hazirlanmasi

Her bir 6rnek icin 0.2 ml’lik ependorf tlptne (Greiner bio-one) toplam hacim 50 pl
olacak sekilde asagidakiler konuldu; islemler sirasinda malzemeler ve ependorf tlpleri
buz Gzerinde tutuldu.
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HPU PCR

Steril distile su 32 ul
10X PCR Tamponu* 5ul
dNTP 5l
HPU-1 1ul
HPU-2 1l
Fermentas Tag DNA Polimeraz* 1ul
MgCl, 4ul
DNA kalibt 1l

*Fermentas Tag DNA Polimeraz enziminin 10X PCR tamponu; MgCl, icermemektedir.
Qiagen Tag DNA Polimeraz enziminin 10X PCR tamponu: MgCl, icerdiginden ilave
edilmemistir (Her iki Taq DNA Polimerazda PCR reaksiyonunda kullanlmustir).

cagA PCR

Steril distile su 37.75 ul
10X PCR Tamponu* 5ul
dNTP 4pl
cagA-2530S 1ul
cagA3000AS 1l
Qiagen Taq DNA Polimeraz* 0.25 pl
DNA kalib1 1l

* Qiagen Tag DNA Polimeraz enziminin 10X PCR tamponu: MgCl, icerdiginden ilave
edilmemistir. Fermentas Tag DNA Polimeraz enziminin 10X PCR tamponu; MgCl,
icermemektedir (Her iki Tag DNA Polimerazda PCR reaksiyonunda kullamlmustr).
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*Pozitif kontrol olarak NCTC 11637 ve J99 standart H. pylori suslar kullanildi. Negatif

kontrol olarak steril distile su kullanldh.

5.5.3. Termal Cycler PCR Program

Her bir drnek ve negatif kontrol icin hazirlanmis olan kicuk PCR ependorf tlpleri
termal cycler'a (Thermo Hybaid MBS 0.55) ve (Techne TC-412) vyerlestirildi. Tim

amplifikasyon islemleri aym cihazda yapildi.

HPU PCR icin;
Baslang: aktivasyon basamag: 95 °C’de 3 dakika
Toplam 35 dongu olacak sekilde;
Ayrilma (Denattrasyon)
Primer baglanmast (Annealing)
DNA zincirinin uzamasi (Elongasyon)

Son uzama (Son Elongasyon)

cagA PCRicin;
Baslangic aktivasyon basamagi: 94 °C’ de 5 dakika
Toplam 35 dongu olacak sekilde;
Ayrilma (Denatlrasyon)
Primer baglanmasi (Annealing)
DNA zincirinin uzamasi (Elongasyon)

Son uzama (Son Elongasyon)

94°C 1 dakika
45°C 1 dakika
72°C 1 dakika

72 °C’'de 10 dakika

94°C 30 saniye
50°C 45 saniye
72°C 45 saniye

72 °C'de 5 dakika
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5.5.4. Agaroz Jd Hazirlama

PCR uUrdnlerinin saptanmast icin 1X TBE igerisinde % 1-1,5'lik agaroz jel hazirlandh.
100 ml 1X TBE tamponu icine 1-1,5 gr agaroz tartilarak konuldu. Mikrodalga firinda 350
Watt'da 1.5 dakika tutularak eritildi. Karisimin sicakligi 60°C’ye dustigunde 7 ul etidyum
bromid (BIO-RAD, Cat No: 161-0433) eklendi. Elektroforez tankinin jel kalibi distile suyla
slinip temizlendi ve kenarlari sizdirmayacak sekilde tank icine yerlestirildi, jel kalibin tarag:
yerlestirildi. Hazirlanan jel karisimu kaliba dokildi. Donmas: beklendi. Donduktan sonra jel
kalibimin sekli degistirildi ve tarak cikartild.

5.5.5. Elektroforez

BlyUkltk belirleyici olarak kullanilan “DNA ladder” ve incelenecek PCR
Urdnlerinden 10'ar pl olacak sekilde parafilm Uzerine aktarildi. Her 6rnek igin birer pl olmak
Uzere “loading dye’ yukleme tamponu eklendi, karistirildi. Her birinden 10'ar pl alarak jele
aktarildi. 1 X TBE iginde 120 volt'da (Fisher Scientific FB300) (Thermo Scientific Owl
Easycast™ B2) 20 dakika yiir(itildii. Sonuglar ultraviyole transilluminatérde (EAGLE EYE I1
ve VILBER LOURMAT) Infinity Capt program kullanilarak incelendi. PCR Uruni
blydkltkleri DNA ladder ile karsilastirildh.

5.6. Sekans Analizi icin PCR Urunlerinin Purifikasyonu

Jelde gorunttlenen PCR urunleri OlAquick® PCR Purifikasyon kiti (Qiagen, Cat No:
28106) kullanilarak sekans analizi igin purifikasyon asamasi gergeklestirildi.

i. QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen)

PE tamponu kullamlmadan o©nce etanol (Ultrapure, Cat No: 800-424-9300 ve
Applichem molecular biology grade A3678,1000) eklenerek hazirlanmstir ve bitin santrifdj
islemleri Beckman Coulter TM Microfuge 18 Centrifuge ve Hettich Mikro 120 (Germany)
kullanilarak 13000 rpm’ de gergeklestirilmistir.

1- PCR 0rtnlerimize 200 ul PB tamponu eklendi ve karistirild.
2- Haazirlanan bu karisim QIAQuick spin kolonlarina aktarild.

88



3- DNA’nin baglanmasi igin, PCR drtnlerini iceren QIAquick spin kolonlari 13000

rpm’de 1 dakika santrif(jj edildi.

4- Santriflj sonrast spin kolonlarinin altinda kalan sivi atildh ve tekrardan spin

kolonunun altina yerlestirildi.

5- Yikama asamas igin, 0,75 ml (750 pl) PE tamponu QIAquick spin kolonuna

eklendi ve 1 dakika santrifuj edildi.

6- Tekrardan altta kalan sivi atildi ve spin kolonunun altina yerlestirildi. 1 dakika

santriftj edildi.

7- QIAquick spin kolonu temiz 1,5 ml’ lik ependorf tipune yerlestirildi.

8- DNA'y1 ayristirmak igin, 50 pl EB tamponu QI Aquick membranin ortasina gel ecek

sekilde konuldu ve kolon 1 dakika santriftj edildi.

1,5 ml ependorf tupinde kalan plrifikasyonu yapilmis PCR Urinimiz sekansa
gbnderilene kadar -20 °C’ de sakland.

5.7. Sekans Analizi

cagA pozitif hasta antrum ve/veya korpus biyops orneklerinden izole edilen
kolonilerinden elde edilen H. pylori suslarinin ve standart H. pylori NCTC 11637 ve J99
standart suglarinin pirifiye DNA dridnleri “Macrogen, (Giiney Kore) (www.macrogen.com)”

firmasina gonderilerek sekans analizi yapildi. Sekans sonuclari SEQUENCER 4.7,
CLUSTALX 1.81 ve GENEDOC software programlari kullanlarak analiz edildi ve bu sekans

sonuclarina gore EPIY A motifleri belirlendi.

5.8. Filogenetik Analiz

H. pylori CagA filogenetik analiz icin bitiin sekans sonucglart Mega 4.0.2 software
kullanilarak analiz edildi (www.megasoftware.com)
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5.9. istatiksel Degerlendirme

Alinan her bir korpus ve antrum biyopsi o6rneklerine uygulanan histopatolojik
inceleme, HUT ve kultlrin, en az ikisinin pozitif oldugu olgular H. pylori enfeksiyonu
pozitif; tuminin olumsuz oldugu olgular H. pylori enfeksiyonu negatif kabul edildi.
Kategorik verilerin analizi (atrofi, enflamasyon, IM vb histopatolojik simflandirma ile
cagA’nin pozitif/negatifliginin karsilastirilmasi) i¢in dort gozlu tablo olusturuldu ve Epiinfo
test (version 3.5.1) ile degerlendirildi. p <0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Demografik veriler icin t testi kullanldi.

a Dogru olumlu

b: Yalanct olumlu

c¢: Yalanct olumsuz

d: Dogru olumsuz

Duyarlilik = a/(a+c).100

Segicilik = d/(b+d).100

Olumlu 6ngori degeri = alat+b.100
Olumsuz 6ngor degeri = d/c+d

Olahilirlik oram = Duyarlilik / ( 1-Segicilik )
Tanisal Dogruluk = at+d/at+b+c+d

Tanisal yontemler ile altin standart yontemlerin karsilastirilmasinda duyarlilik, secicilik,

olumlu ve olumsuz 6ngoru degeri ve tamsal dogruluk kullanildi. McNemar Ki-kare testi
uygulandi (SPSS Version 11.0 for Windows).

Histopatolojik tan ve bulgularin degerlendirilmesinin; altin standart yontemler ile ve
ayrica CagA pozitifligi/negatifligi ve EPIYA tipleri ile iliskisinin varligt Mann Whitney U
testi ile degerlendirildi (SPSS Version 11.0 for Windows).
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6. BULGULAR

6.1. Demografik Bulgular

Dispeptik  yakinmalar: nedeniyle Dokuz Eylul Universitess Tip Fakiiltesi
Gastroenteroloji Poliklinigi'ne bagvuran ve endoskopi endikasyonu konulan 35 erkek (%28.2)
ve 89 kadin (%71.8) toplam 124 olgunun yas araligr 19-83 ve SD ise 47.8 £ 12.1 olarak
saptandi. Dispepsi tarist Romallll Kriterlerine gore degerlendirildi.

H. pylori enfeksiyonu olumlulugu ile kadin ve erkek cinsiyeti arasinda anlamli bir fark
saptanmadh (5 testi, p=0,169). H. pylori enfeksiyonu olumlulugu ile yas arasinda anlaml1 bir
fark bulundu (t test, p=0,039). H. pylori enfeksiyonu olumlu olan hastalarda yas ortalamasi
46.4+11.6 saptanirken, H. pylori enfeksiyonu olumsuz olan hastalarda yas ortalamasi
51.4+12.5 saptand.

6.2. HUT ve Histopatoloji Sonuclari

H. pylori enfeksiyonu tarmsinda kullanmilan invaziv yontemlerden olan HUT ve
histopatolojik inceleme sonuclari her bir hastamn antrum ve korpus HUT, antrum ve korpus
histopatolojik inceleme sonuglarina gore degerlendirildi.

Calismadaki 124 hastadan 80 (%64.5)'i H. pylori enfeksiyonu yoniinden antrum ve/veya
korpus HUT olumlu; bunlarin 80'inin 52 (%65)'si antrum ve korpus HUT olumlu, 20
(%25)’si antrum HUT olumlu, sekiz (%10)’i korpus HUT olumlu saptanirken 44 (%35.5)’ U
antrum ve korpus HUT olumsuz saptandh.

Histopatolojik incelemede toplam 118 hastarin 78 (%66.1)'i H. pylori enfeksiyonu
yonunden antrum ve/veya korpus olumlu; bunlardan 57 (%73.1)’si antrum ve korpus olumlu,
11 (%14.1)'i antrum olumlu, 10 (%12.8)’u korpus olumlu saptanirken, 40 (%33.9)'1 antrum
ve korpus olumsuz saptandi. (Toplam 124 hastadan alti hastanin antrum ve korpus biyopsi
ornegi endoskopist gerekli gormedigi icin Patoloji Anabilim Dali’ na gdnderilmediginden
degerlendirmeye alinmadi).

118 hastada; 92 retrospektif hastanin 91’ inin antrum ve korpus toplam 182, bir hastarin

yalnizca antrum biyops 6rnegi; 32 prospektif hastamin 17’sinin antrum ve korpus toplam 34,
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dokuz hastanin yalnizca korpus 6rnegi olmak tizere toplam 226 gastrik biyops drnegi Patoloji
Anabilim Dalr’ nda gastrointestinal patoloji ileilgili patoloji uzmar tarafindan gastrik aktivite
acisindan; lamina propiada, pitlerde enflamasyon, atrofi, intestinal metaplazi ve HPL her biri
0-3 aras olarak guncellestirilmis Sydney Sistemine gore incelendi.

118 dispeptik hastada, altin standart yontemler ile antrum velveya korpus biyopsi
orneklerinde pitlerde enflamasyon (aktif enflamasyon) ve lamina propriada enflamasyon
(kronik gastrit) arasinda istatistiksel olarak anlaml: farklilik saptandi (Mann Whitney U, p=
0.000). Ayrica, 118 hastanin patoloji raporlarindaki tam gdz dntine alindiginda, altin standart
yontemler ile antrum ve korpus aktif kronik gastrit arasinda anlamli fark saptandi (;° testi,
p=0.000).
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6.3. Helicobacter pylori Kultir Sonuclari

H. pylori enfeksiyonu tanisinda altin standart yontem olan kdltir Maastricht 111 2005
Konsensus raporuna (19) gore o toplumun veya populasyonda Klaritromisin direnci %15-
20'den yuksek ve iki tedavi basarisizligindan sonra kdltir Onerilmekte ise de calisma
grubumuzdaki 124 hastanin hepsinin korpus ve antrum biyopsi 6rneklerinin kultara yapildi.
Kulttr sonuglart mikrobiyolojik agcidan degerlendirilerek H. pylori enfeksiyonu tarmisinda altin

standart yontem olarak yer ald.

Altin standart yontem olan kdltire gore, 124 hastanin 62 (%50)'s H. pylori kultara
olumlu; bunlardan 45 (%72.6)'i antrum ve korpus olumlu, 10 (%16.1)’u antrum olumlu, 7
(%11.3)'si korpus olumlu ve 62 (%50)’inin H. pylori kiltird olumsuz saptand: [Bunlardan 4
(%6.5)’Unin  sonucu  kontaminasyon nedeni ile H. pylori  kiltir olumsuz olarak

degerlendirildi].

Sonu¢ olarak 124 hastadan 76 (%61.3)'st  kdltar, HUT ve histopatolojik
degerlendirmenin en az ikis olumlu oldugundan H. pylori enfeksiyonu olumlu; ancak
yalmzca HUT veya histopatolojik incelemeden birinin olumlu oldugu 13 (%10.5) hasta klinik
yonden H. pylori enfeksiyonu olumlu olarak degerlendirildiginden toplam 89 (%71.8) hasta
H. pylori enfeksiyonu olumlu, 35 (%28.2)'i H. pylori enfeksiyonu olumsuz olarak
degerlendirildi.

Klaritromisin duyarlilik testinde fenotipik yontemlerden E-test yonteminin yam sira
kilturden bagimsiz olarak tim enfekte olan ve olmayan hastalarimiz igin floresan in situ
hibridizasyon (FISH) yontemi uygulanarak degerlendirilmistir. 124 dispeptik hastamizin
klaritromisin duyarlihigimn EPIYA Motifleri ile iliskisinin degerlendirilmesi icin FISH
yontemi ile H. pylori varligi ve klaritromisin duyarlilik bulgular1 devam etmekte olan
2006.KB.SAG.042 proje numarali doktora tez projesinden darsman Prof. Dr. Ozlem
Yilmaz’'in onay: ile bu tez projesinde veriler degerlendirilmistir.

124 hastada, H. pylori enfeksiyonu pozitifligi ile antrum ve korpus Klaritromisin duyarl:
ve direncli suslar arasinda anlamh fark saptanmadi (Fisher Exact Test, antrum icin p=0,317;
korpusicin p=0.565).
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6.4. Helicobacter pylori Seroloji Sonuclary
i. Anti-H. pylori 1gG (ELISA) Sonuclar:

Calismaya alinan 123 hastamin 95 (%77.3)’i anti-H. pylori 1gG antikorlart olumlu
sgptandi. Altin standart yontemlere gore, 89 H. pylori enfeksiyonu olumlu hastanin; 77
(%86.5)'si anti-H. pylori 1gG antikoru olumlu, 11 (%12.4)’'i olumsuz saptand: ve 1 (%1.1)
hasta calisilamadi. H. pylori enfeksiyonu olumsuz 35 hastanin, 17 (%48.6)'si anti-H. pylori
1gG antikoru olumlu, 18 (%51.4)’i olumsuz saptandh.

Anti-H. pylori 1gG ELISA tegtinin duyarliligi %87.5; segiciligi %51.4, PPV %81.9,
NPV %62.1 saptand: (kappa (k) = 0,410).

ii. Anti-CagA 1gG (ELISA) Sonuclar:

Calismaya alinan 123 hastanin 36 (%29.3)’st anti-CagA 1gG antikoru olumlu, 87
(%70.7)'si olumsuz saptandi. Altin standart yontemlere gore, 89 H. pylori enfeksiyonu
olumlu hastarin 28 (%31.5)’i anti-CagA 1gG antikoru olumlu, 60 (%67.4)’1 olumsuz saptanch
ve 1 (%1.1) hasta calisilamadi. H. pylori enfeksiyonu olumsuz 35 hastanin ise 8 (%22.9)’i
anti-CagA 1gG antikoru olumlu, 27 ( %77.1)’si olumsuz saptandh.

Altin standart olarak cagA PCR sonuclarina gore degerlendirildiginde; 30 cagA pozitif
hastada 14 (%46.6)’ U anti-CagA 1gG antikoru olumlu, 32 cagA negatif hastada 6 (%18.8)'si
anti-CagA 1gG antikoru olumlu saptandi. Anti-CagA 1gG ELISA testinin duyarliligi %46.7;
seciciligi %80.7, PPV %70.0, NPV %61.0 saptandh (kappa (k) = 0,275).

6.5. Helicobacter pylori cagA PCR Sonuglari

H. pylori klltlr pozitif hastalarin DNA ekstraksiyonlar: yapilmugtir. H. pylori kultdr
pozitif antrum ve korpus 45 (%72.6), yalnizca antrum 10 (%16.1) ve yalmizca korpus 7
(%11.3) toplam 62 klinik izolatin DNA’lari New York Universitesi Veterains Affair
Laboratuvarinda ve Dokuz Eylil Universitess Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim
Dali’ nda calisilmustir.
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Calismaya alinan 124 hastadan 62 (%50)'si kiltdr olumlu, 62 (%50)’si kiltir olumsuz
sgptanch. Kiltlr pozitif saptanan 62 hastanin, 30 (%48.4)'u cagA pozitif ve 32 (%51.6)'si
cagA negatif olarak saptand.

Kultar negatif 62 (%50) hastanin, 27 (%43.5)’sinde HUT velveya histopatoloji pozitif
veya negatifligi varligi saptanmasinin yanisira 62 kultar negatif grubumuz iginde 35 (%56.5)’ i
HUT, histopatoloji ve kiltlr negatif olarak H. pylori enfeksiyonu olumsuz saptanmustir.

CagA pozitif suslara sahip olan hastalarin 22'si kadin, 8'i erkek, yas aralig1 23-67 ve yas
ortalamas ise 47.2 bulundu. CagA negatif suslara sahip hastalarin 23’ kadin, 9'u erkek, yas
aralig1 22-65 ve yas ortalamasi ise 44.1 bulundu.

Histopatolojik olarak cagA negatif hastalarin;18 (%36.0)'i gastrit, 4 (%8.0)'u atrofi, 7
(%14.0)’si intestinal metaplazi (IM) ve 21 (%42.0)’i enflamasyon olarak belirlenmistir; cagA
pozitif hastalardan; 17 (%32.7)'si gastrit, 4 (%7.7)’ U atrofi, 10 (%19.2)'u IM ve 21 (%40.4)’i
enflamasyon olarak; kiltir negatif histopatoloji velveya HUT pozitif veya negatif hastalarda;
14 (%31.1)’U gastrit, 8 (%17.8)’i atrofi, 6 (%13.3)'st IM, 15 (%33.3)'i enflamasyon ve 2
(9%4.4) normal; enfekte olmayan hastalarda (Kultir negatif, HUT ve histopatoloji negatif); 6
(%13.6)'s gastrit, 6 (%13.6)'st atrofi, 5 (%11.4)’i IM, 18 (%40.9)’i enflamasyon ve 9
(%20.5)' u normal olarak belirlenmistir (Tablo 8).

30 cagA pozitif hastada, antrum biyopsi Orneginde pitlerde enflamasyon (aktif
enflamasyon) (Mann Whitney U testi, p=0.000); korpus biyopsi 6rneklerinde atrofi (Mann
Whitney U testi, p=0.034) ve pitlerde enflamasyon (aktif enflamasyon) (Mann Whitney U
testi, p=0.003) arasindaistatistiksel olarak anlamli farklilik saptandi. cagA pozitif sonuglar ile
antrum ve korpus pitlerde enflamasyon (aktif enflamasyon) ve korpus atrofi arasinda iliski

saptandi. cagA pozitifligi ile IM ve lamina propriada enflamasyon arasinda iliski saptanmadh.

Hastalarin cagA pozitifligi ile antrum aktif kronik gastrit arasinda anlamli bir fark
saptandi (3 testi, p=0.019), ancak hastalarin cagA poxzitifligi ile korpus histopatolojik tansi
arasinda anlamli bir fark saptanmacdh (y? testi, p=0.358).

Seksen dokuz H. pylori enfeksiyonu pozitif hastada FISH yontemi ile calisilan 60
hastanin klaritromisin prevalanst %31.7 olarak saptandi. Hastalarin cagA pozitifligi ile antrum
ve korpus klaritromisin duyarl: ve direncli suslar arasinda anlamli bir fark saptanmad: (3
tedti, antrum icin p=0.372; korpus icin p=0.931).

104



Tablo 8. Dispeptik 124 hastanin karakteristik ozellikleri; 62 kultir pozitif hastarin cagA

pozitif ve negatif sonuglarina ve 62 kiltur negatif hastammn HUT velveya histopatoloji
sonuclarina gore degerlendirilmesi

Kltur Pozitif (n=62) Kaltur Negatif (n=62)
(%50) (%50)
Kaltur Negatif K altdr negatif
Histopatoloji Histopatoloji ve
cagA negatif cagA pozitif velveya HUT HUT negatif
(n=32) (n=30) pozitif (Enfekte olmayan)
(n=27) (n=35)
(%51.6) (%48.4)
(%43.5) (%56.5)

22 K (%62.9)

2 23K (%71.9) 22 K (%73.3) 22 K (%8L.5) 13 E (%37.1)

2 9 E (%28.1) 8E (% 26.7) 5 E (%18.5)

o

S _ | Gastrit= 18 (%36.0) | Gastrit= 17 (%32.7) | Gastrit= 14 (%31.1) | Gastrit= 6 (%13.6)

S E| Atrofi=4(%8.0) |Atrofi =4 (%7.7) Atrofi = 8 (%17.8) | Atrofi = 6 (%13.6)

S 2| IM=7(%14.00 |IM=10 (%19.2) IM=6 (%13.3) IM=5 (%11.4)

2 § | Enflamasyon=21(%42.0) | Enflamasyon=21(%40.4) | Enflamasyon=15(%33.3) | Enflamasyon=18(%40.9)
= Normal=2 (%4.4) | Norma=9 (%20.5)

*|M, intestinal metaplazi
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Resim 1. EPIYA PCR urunlerinin elektroforez analiz sonuclart. H. pylori klinik suslarindan
izole edilen DNA drtnlerinin (1-4 kuyucuk; Hasta no: 18A, 42A, 55A, 57A; A: Antrum)
cagA PCR ile amplifikasyonu ve PCR Urunlerinin %1’ lik agaroz jelde goruntilenmesi. M:
Gene Ruler 50 bp DNA ladder; NK: Negatif Kontrol.
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Resim 2. EPIYA PCR urunlerinin elektroforez analiz sonuclart. H. pylori Klinik suslarindan
izole edilen DNA Urdnlerinin (1-9 kuyucuk; Hasta No:15A, 19A, 20A, 12A, 41A, 47A, 51A,
65A, 44A; A: Antrum) cagA PCR ile amplifikasyonu ve PCR UrlUnlerinin %1'lik agaroz
jelde goruntilenmesi. M: Gene Ruler 50 bp DNA ladder; NK: Negatif Kontrol.
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Resim 3. EPIYA PCR uUrunlerinin elektroforez analiz sonuclart. H. pylori Klinik suslarindan
izoleedilen DNA Urilnlerinin (1-5 kuyucuk; Hasta N0:18K, 12K, 19K, 47K, 18A; A: Antrum,
K: Korpus) cagA PCR ile amplifikasyonu ve PCR Urtnlerinin %1'lik agaroz jelde
goruntilenmesi. M: Gene Ruler 50 bp DNA ladder; NK: Negatif Kontrol.

M1 23 45 6 78 9 101112 1314151617PK NK

288 T e v gy v 0N = Uy TU WS TS g WS 6 ™ g5 W .
300 [

200
100

M 18 19 20 PK NK
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Resim 4. H. pylori koloni HPU PCR %1’lik agaroz jel goruntileri (beklenen Grtin blydklugi
411 bp) M: Gene Ruler 50 bp DNA ladder 1-20: Hasta 6rnekleri, PK: Pozitif kontrol (H.
pylori NCTC 11637), NK:Negatif kontrol

107



500
400
300
200
100

Resim 5. H. pylori koloni cagA PCR %1.5’luk agaroz jel goruntileri M: Gene Ruler 50 bp

DNA ladder 1-5: cagA pozitif hasta 6rnekleri, 6: cagA negatif hasta ornekleri PK1: pozitif
kontrol NCTC 11637 PK2: pozitif kontrol J99, NK:Negatif kontrol
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Resim 6. H. pylori koloni cagA PCR %1.5 luk agaroz jel goruntileri M: Gene Ruler 50 bp
DNA ladder; 3, 5, 6, 8, 10: cagA pozitif hasta ornekleri; 1, 2, 4, 7, 9: cagA negatif hasta
ornekleri PK: pozitif kontrol NCTC 11637, NK:Negatif kontrol
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Tablo 11. Antrum ve korpus biyopsi drneklerinde CagA pozitif ve negatif suslarda EPIYA
motif tipi, histopatolojik tan ve degerlendirme ile klaritromisin duyarliligi arasindaki iliskinin
degerlendirilmes

CagA Porzitif CagA Negatif
Antrum | Korpus | Antrum | Korpus
ABC 18 16 0 0
EPIYA Motif Tipi
ABCC 6 7 0 0
Aktif Kronik Gastrit 24 31 18 14
Histopatolojik
Tam
Kronik Gastrit 4 29 13 17
Atrofi 6 3 0 0
Histopatolojik
Degerlendirme
Intestinal M etaplazi 10 2 6 3
Duyar 21* 19** 18*** | 20%***
Klaritromisin
Duyar lilig
Direncli 6 7 10 9

* 3tane ** 4tane, *** 1tane **** 3tane klaritromisin duyarlilig1 caligilamadh.

6.6. Helicobacter pylori CagA-Pozitif EPI'Y A Motif Sekans Sonuclari

Calismaya alinan 124 hastadan kultir pozitif 62 hastanin 30 (%48.4)'u cagA pozitif
sgptanmustir. Bu hastalardan 21 (%70.0)’'inin EPIYA motif sayisi U¢ (ABC), yedi (%23.3)
hastanin EPI'Y A motif sayisi Ugden fazla (ABCC) ve iki (%6.7) hasta susunda ise hem ABC

hem de ABCC olmak Uzere iki tip EPIYA motif sayisi bulundu. H. pylori NCTC 11637
117



standart susunun EPIYA motifi EPIYA-ABCCC ve J99 standart susunun EPIYA motifi
EPI'Y A-BC olarak saptandi (Sekil 18).

Histopatolojik olarak EPIYA motif sayis U¢ (EPIYA ABC) olan hagtalarin; 11
(%29.7)’i gastrit, 4 (%10.8)'U atrofi, 6 (%16.2)'st IM ve 16 (%43.2)'sinda enflamasyon
sgptanmustir. EPIYA motif sayisi Ugden fazla (ABCC) olan hastalarin; 3 (% 30)’U gastrit, 1
(% 10)’i atrofi, 2 (%20)’'s IM ve 4 (% 40)’ Unde enflamasyon saptanmugtir. Ayrica hem Ug
(EPIY A ABC) hemde Ugten fazla (EPI'Y A ABCC) EPIY A motif iceren iki hastada; 1 (%33.3)
gastrit, 1 (%33.3) IM ve 1 (%33.3) enflamasyon saptanmustir (Tablo 3).

Mann Whitney U testine gore, histopatolojik bulgular ile EPI'Y A motif tipleri arasinda
istatistiksel olarak bir farklilik saptanmadi. cagA pozitifligi ile histopatolojik bulgular
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanarak iliski bulunurken, EPI'Y A motif
tipleri ile herhangi bir iliski saptanmadi.

EPIYA sekans sonuglart aminoasit sirasindaki farkliliklara gore degerlendirildi.
EPIYA A icin “KVNKK”, EPIYA B icin “QVAKK”, EPIYA Cicin “TIDDL” ve EPIYA D
icin “TIDFE” gore siniflandirildi.

Klaritromisin direnci agisindan; EPIYA motif sayisi U¢ olan 4 hastada klaritromisin
direnci ve EPI'YA motif sayisi Ucten fazla olan 3 hastada klaritromisin direnci saptandi.

Tablo 12. cagA pozitif 30 H. pylori susunun EPI'Y A Motif Sonuglar

EPIYA Motif Sayia n= 30 %
EPIYA ABC 21 70
EPIYA ABCC 7 23.3
*EPIYA ABC
ve 2 6.7
EPIYA ABCC

* 7 ve 11 numarali hastalardahem 3 ve >3 EPI'Y A motif sayisi bulunmustur.
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Sekil 18. H. pylori CagA pozitif suslarin sekans analiz sonuglarinin susglar arasindaki

aminoasit sirasindaki farkliliklara EPIY A tiplerinin karsilastirilmasi. EPIYA sekans

sonuclar: aminoasit sirasindaki farkliliklara gore degerlendirildi. EPIYA A icin “KVNKK”, EPIYA B icin
“QVAKK”, EPIYA Cicin“TIDDL" olarak analiz edildi. (NC: H. pylori NCTC 11637 CagA urind; Jve JM:
H. pylori J99 CagA Uruing; digerleri dispeptik hasta suslart; A- A: antrum, C: korpus B- 1: antrum 2: korpus)
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Tablo 14. cagA pozitif 30 H. pylori suslarimn EPIYA motif sonuglarimin karakteristik

ozellikleri
EPIYA ABC
EPIYA EPIYA ABC EPIYA ABCC ve
Moatifleri (n=21) (n=7) EPIYA ABCC
(n=2)
15K (%71.4) 6K (%85.7) 1K (%50)
Cinsiyet 6 E (%28.6) 1E (%14.3) 1E (%50)
Ortalama 15K (47.1) 6 K (48.5) 1K (40)
Yas 6 E (49.7) 1E (24) 1E (55)
Gastrit= 11 (%29.7) Gastrit= 3 (%30)
Gastrit= 1 (%33.3)
Histopatoloji Atrofi =4 (%10.8) Atrofi = 1 (%10)
Sonuglari IM=1 (%33.3)

IM=6 (%16.2)

Enflamasyon=16 (%43.2)

IM=2 (9%20)

Enflamasyon=4 (%40)

Enflamasyon=1 (%33.3)

*|M, intestinal metaplazi
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6.7. Helicobacter pylori CagA Filogenetik Agac Sonuclari

Sekansa gonderilen kultlr pozitif hastalarimizin antrum ve korpustan izole edilen 30
H. pylori cagA pozitif suslarimin aminoasit dizileri kullanilarak Mega 4.0.2 program ile
filogenetik agac ¢izildi. Bu sonuglara gore alti hastamizin antrum ve korpusundan izole edilen
H. pylori suslarinin filogenetik olarak uzak olduklar: bulundu (Sekil 19,20). H. pylori CagA
pozitif hasta suslari, H. pylori NCTC 11637 ve H. pylori J99 CagA Urunlerinin filogenetik
analiz sonuclart Sekil 19 ve 20'de gosterilmistir. Ayrica J99 susunun diger tim suslardan

uzak oldugu saptand.
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Sekil 19. H. pylori CagA Filogenetik Agac. Filogenetik analiz sonucu Mega 4.0.2

software’ e gore degerlendirildi (www.megasoftware.com). 18, 3, 57, 52 ve 20 numaral1

hastalarin antrum ve korpus biyopsilerindeki suslar (18A-18C, T3A-T3C, T57A-T57C, T52A-T52C,
T20A-T20C) filogenetik olarak birbirleri ile yakin iliskili; 11, 7, 47, 9 ve 19 numaral: hastalar
antrum ve korpus biyopsilerindeki suslar (T11A-T11C, T7A-T7C, TA7A-T47C, T9A-T9C, T19A-
T19C) filogenetik olarak birbirleri ile uzak iliskilidir (A: antrum, C: korpus).
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Sekil 20. H. pylori CagA Filogenetik Agag. Filogenetik analiz sonucu Mega 4.0.2 software e
gore degerlendirildi (www.megasoftware.com). 85, 88, 103, 129, EI, 101, 107, SG

numaral1 hastd arin antrum ve/veya korpus biyopsilerindeki suslar (85-2, 88-2, 103-2, 129-1, 129-2,
El, 101-1, 101-2, 107-1, SG) filogenetik olarak birbirleri ile yakin iliskili; 85 numaral: hastann
antrum ve korpus biyopsilerindeki suslar (85-1, 85-2) filogenetik olarak birbirleri ile uzak iliskilidir.
JM ve 78 numaral1 hastamn korpus biyopsisindeki susu (78-2) filogenetik olarak tim suslardan
uzaktir. (NC: H. pylori NCTC 11637 CagA Urund; Jve JM: H. pylori J 99 CagA Urund; digerleri:
hasta suslari CagA Urinleri; 1: antrum, 2: korpus)
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7. TARTISMA

Helicobacter pylori (H. pylori) Gram negatif, flajellali, spiral yapida mikroaerofilik bir
bakteridir (1,2). H. pylori gastrit, gastrik ve duodenal Ulserler, gastrik karsinoma ve mukoza-
iligkili lenfoid doku (MALT) lenfoma da major patojen olarak bildirilmektedir (5,9). H.
pylori, IACR tarafindan Simf | karsinojen olarak simflandiriimistir (9,10,14). H. pylori
enfeksiyonu ile olusan gastroduodenal hastaliklar gozéniine alindiginda bu bakterinin halk
saglig1 acisindan 6nemli bir rolt bulunmaktadir (2).

H. pylori Ureaz, dig membran proteinleri gibi kolonizasyon ve tutunma asamasinda,
ayrica VacA ve CagA gibi cssitli sinyal mekanizmalarini uyararak enfeksiyonun
patogenezinde rol oynayan virulans faktorlerine sahiptir (16). H. pylori’nin hastalik yapma
yetenegi vakuol olusturucu sitotoksin (VacA), kan grup antijeni baglayan adezin (BabA),
notrofil-aktive edici protein (HP-NAP), dis inflamatuar protein A (OipA), duodenal-ulser
olusumunu destekleyen gen (dupA) ve cag patojenite adasi (cag PAI) gibi bircok virulans
faktorini eksprese etmesi ileiligkilidir (22). cagA geninin kodladigi ~120-145 kDa' luk CagA
proteini tip 1V sekresyon sistemi (T4SS) ile gastrik epitel hiicreye girer ve plazma
membranina yerlesir (1,3,5,9,10). CagA’nin tirozin fosforilasyonu, 5 aminoasitten (Glu-Pro-
lle-Tyr-Ala) olusan EPI'Y A motif bdlgesinde gergeklesir (14,18,19,21,24-26,)

Bircok EPI'YA motifi iceren H. pylori suslar: gastrik kanser ve atrofik gastrit ile iligkili
olarak; hucre iskeletinin yeniden diizenlemesine ve yiksek seviyede CagA fosforilasyonuna
sebep olur (28). CagA’'nin T4SS ile translokasyonu baslar ve aym zamanda fokal aktivasyon
kinaz (FAK) ve Src kinaz uyarilir (29). Konak hiicredeki translokasyondan sonra CagA, Src
ailesi kinazi tarafindan fosforillenir ve “hummingbird fenotipi” olarak adlandirilan konak
hiicre iskeletinin yeniden duzenlenmesini uyarir. Ancak, “hummingbird fenotipi” fenomeni
tammi hala tartigmalidir. Hicre uzamas: ve hicre hareketinden sorumlu olan hummingbird
fenomeninin tanmminin tam olarak yapilmasi igin hiicre yamtindaki molekiler mekanizmanin
ve CagA sinyallerinin dahaiyi anlasilmas gerektigi bildirilmistir (20).

H. pylori genetik cesitlilige sahip bir mikroorganizmadir. Suslar arasindaki bu genetik
cesitlilik farkli klinik sonuclarin olusmasinda 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (20). Bu
nedenle farkli populasyonlardaki cagA geninin 3' bolgesindeki polimorfizmlerin belirlenmesi

onemli olabilecegi dusunilmektedir. Calismamizda Dokuz Eylil Universitesi Hastanesi
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Gastroenteroloji Poliklinigi’ne dispeptik yakinma ile basvuran ve endoskopi endikasyonu
konulan hasta grubumuzdan izole ettigimiz H. pylori suslarimin cagA gen polimorfizmini ve
gesitliligini, klaritromisin, histopatoloji bulgulari ileiliskisini arastirilmigtir

CagA'nin fosforilasyonu karboksi terminal bdlgesinde bulunan ve farkli sayilarda
tekrarlardan olusabilen bes aminoasitten olusan Glu-Pro-lle-Tyr-Ala (EPIYA) Matifleri ile
gerceklesir (7,22,24-26,95,153). Bat1 suslarinin icerdigi CagA proteini EPIYA-A, EPIYA-B
ve EPIY A-C segmentlerinden (EPI'Y A-ABC) olusur. Dogu Asya H. pylori suslarinin icerdigi
CagA proteini ise EPIYA-A ve EPIYA-B icerir ancak EPIYA-C icermez. EPIYA-C yerine,
CagA proteini EPIYA-D icerir (7,24,153). Takata ve ark. ELISA yontemi ile Dogu Asya
CagA'ya spesifik EPIY A-D segmentine karsi olusan anti-CagA-P adim verdikleri bir antikor
gelistirdiklerini ve anti-CagA-P antikoru titresi ile gastrik derecesi arasinda bir iligki
bildirmiglerdir. Anti-Cag-P miktar1 ile gastrik kanser ve ayrca diger gastrik hastaliklar
arasindaki iligkinin arastirilmasimin  gerektigini dnermislerdir (139). Calismamizda hem
antrum hem de korpus gastrik biyopsi 6rneginden izole edilen H. pylori kolonilerinin
polimorfizim siniflandiriimast calisilimis ve 124 hastamin 30'u cagA pozitif olarak
saptanmugtir. Hem antrum hem de korpustan 27 tane H. pylori izolat: elde edildi. Bu sonuglar
dogrultusunda, dispeptik yakinmali hasta grubunda H. pylori cagA pozitif suslarin
prevelansinin (%48.4) distk oldugu sonucuna varilmistir. cagA pozitif H. pylori suslarinin
gastrik kanser riskini arttirdigi (139) ve duedonal Ulser ve gastrik mukozal atrofi ile iliskisi
bildirilmektedir (45).

Tarkiye de anti-CagA 1gG antikor varligi hasta grubunda %85.5 ve asemptomatik hasta
grubunda ise %50 bildirilmistir (154). Serin ve ark. serum cagA pozitifligi %97.2, peptik
Ulserli hastalarda %100 ve Ulseri olmayan dispeptik hastalarda ise %95.6 serumda anti-cagA
pozitiflik oranlart bildirilmistir (155). Yilmaz ve ark. 56 hastadan 48 (%85.7)’inin H. pylori
IgG seropozitifligi %82.1, 1gA seropozitifligi % 48.2; Westernblot 1gG seropozitifliginin
%80.4 ve IgA seropozitifliginin ise %33.9 oldugu bildirilmistir. Ayrica, CagA 1gG’ nin %50,
VacA 1gG'nin %62.5, UreB'nin %87.5, UreA'nin %80.4 ve OMP lerin %57.1 oldugu
bildirilmistir (156). Jafarzadeh ve ark. Iran populasyonunda serum anti-CagA antikor
prevelansinin cocuklarda %72.8 ve yetiskinlerde %67.4 bildirmislerdir (157). Yamoka ve
ark.; tip C susu ile enfekte hastalarin ELISA serum anti-CagA antikor titrelerinin tip A suglar

ile enfekte olanlara gore yiuksek oldugunu, tip C suslarinin gastrik kanseri olmayan hastalara
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kars1 gastrik kanserli hastalarda bulundugunu ayrica tip C suslari ile enfekte hastalarin daha
ciddi atrofi (skor 3) ve diusik pepsinojen I/11 orarmina sahip olduklarinm da bildirmislerdir (95).
Calismamizda ayrica dispeptik yakinmali hasta serumlarinda anti-H.pylori antikorlarin
sgptamak icin anti-H. pylori 1gG, anti-CagA 1gG ve H. pylori 1gA/IgG ELISA testleri ile
calisildi. Ayrica, altin standart yontemlere gore 89 H. pylori enfeksiyonu olumlu hastarmn
77(%86.5)'s anti- H. pylori 1gG antikorlart olumlu; 30 cagA PCR pozitif hastada 14
(%46.6)’ U anti-CagA 1gG antikoru olumlu, 32 cagA PCR negatif hastada 25 (%78.1)’i anti-
CagA 1gG antikoru olumlu bulundu. cagA ve anti-CagA 1gG sonuclarina gore, ELISA anti-
CagA antikor paternlerinin bizim populasyonumuz igin uygun olmadiginm oneriyoruz ¢unku
PCR ve serolojik testler arasinda anlamli bir farklilik gdzlenmemistir. Torkiye'de H.

pylori’ nin serolojik tanisinda duyarlilik ve spesifiklik disik saptanmustir.

EPIYA-A ve EPIYA-B bolgelerinin hicrede zayif tirozin fosforilasyon aktivitesine
sahip olduklar: bilinmektedir (24, 102). Bat1 suslarinin icerdigi CagA proteinin sahip oldugu
EPIYA-C segmentinin sayiss EPIYA-ABC'den EPIYA-ABCC'ye kadar degisiklik
gbsterehilir (22,95,101). Panayotopoulous ve ark. H. pylori klinik izolatlarinda EPI'YA-ABC
Motifinin dominant oldugunu (yetiskinlerde %67.3 ve cocuklarda %72.1), yetiskinlerden
izole edilen 10 susun ve ¢ocuklardan izole edilen yedi susun EPI'YA-ABCC Motifine sahip
olduklarint bildirmislerdir. Cocuktan izole edilen sadece bir susta ise EPIYA-B Moatifinin
eksik ve yetiskinlerden izole edilen iki susun ise EPIYA-ABCCC ve EPIYA-ABABC
Motifine sahip oldugu bildirilmistir (7). Mohamed ve ark. Malezya etnik gruplarinda, CagA
aminoasit sekansinda sayilari velveya tipleri farkli olan alti genotip bulduklarim
bildirmislerdir. CagA sekansinda cogunlukla en az U¢ taneden olusan EPIYA Moatifleri
(EPIYA-ABD ve EPIYA-ABC) bulmuglardir. Bazi suslarin ise iki tekrar (EPIYA-AB ve
EPIYA-AC) veya dort tekrara (EPIYA-ABBD ve EPIYA-ABCC) sahip olduklarin
bildirmislerdir (158). Reyes-Leon ve ark. CagA’ nin U¢ motif, dort motif, bes motif icerdigini
ancak cogunlukla ¢ EPI'Y A Motiften olusan EPI'Y A-ABC Matifinin bulundugunu ve sadece
iki tane izolatin EPIYA-ACC Motifine sahip oldugunu saptamuslardir (10). Jones ve ark.
EPI'YA-ABD igeren cagA pozitif H. pylori suslarinin gastrik kanser ile iliskis olabilecegini
bildirmislerdir (159). Ferreira ve ark. H. pylori cagA pozitif suslarinin ve iki tane EPIYA-C
Motifinden fazla iceren suslarin gastrik mukozada histopatolojik sonuclar ve gastrik atrofi,
intestinal metaplazi ile iliskisi olabilecegini bildirmislerdir (160). Shokrzadeh ve ark. iran
populasyonunda, Bati tip H. pylori suslarim bulmuslardir (EPIYA-ABC, EPIYA-ABCC,
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EPIYA-AB) ancak Dogu Asya tip EPIYA-D motifini bulamamslardir; Iran suslarimn Dogu
Asyatip EPIYA Motifinden ¢ok Bati tip EPIY A Matifi ile iligkili oldugu bildirilmistir (161).
Iran populasyonunda baska bir calisma da Dabiri ve ark. 84 hastanin (%68) cagA pozitif H.
pylori ile enfekte olduklarim ve cagA-pozitifligin Perslerde %65, Turklerde %73 ve diger
etnik gruplardaise %71 oldugunu bildirmislerdir. Btin cagA genlerinin Bati CagA EPIY A
Motifine (EPIYA-ABC) sahip oldugunu ve cagA statisl ile hastaliklar arasinda bir iliski
bulamadiklarinm bildirmislerdir (162). Li ve ark. 115 H. pylori enfekte hastada; cocuklarin
%73.6' sinda (39/53) ve yetiskinlerin %82.3 inde (51/62) cagA pozitifligi bildirmiglerdir.
Otuz dokuz cagA pozitif gocugun vacA sl-pozitif oldugunu ve 51 cagA pozitif yetiskin
hastanin ise 50’sinin vacA sl pozitif oldugunu, ayrica cagA ve vacA sl prevelans ile hem
cocuklar hem de yetiskinler arasinda korelasyon bulduklarini da bildirmislerdir. cagA pozitif
cocuklarda, EPI'Y A-ABD Motifinin dominant oldugu, cagA pozitif yetiskinlerde ise dort tip
EPIYA Motif (EPIYA-ABC, ABD, ABAB ve AAD) saptamiglardir. EPIYA Motif
dagilimimin cocuklar ve yetigkinler arasinda farkli oldugunu ve cagA genotip dagiliminin
erkek ve kadin hastalar arasinda bir fark olmadigint bildirmislerdir. Cocuklarda hastaliklar ve
CagA-3 bolgesi ¢esitliligi arasinda istatistiksel olarak bir iligki bulamamuglardir ancak
EPI'Y A-ABD Motifinin genellikle atrofik gastrik (8/15, %53.3) ve gastrik kanser (5/7, %71.4)
gibi ciddi hagtaliklarda gordldugund bildirmislerdir (163). Uchida ve ark. Vietnam
populasyonunda genellikle ¢ EPIYA Motifinden olusan Dogu Asya Tip CagA (EPIYA-
ABD) (%93, 94/103) icerdiklerini ve dort tane susun ise U¢ EPI'YA Matiften olusan Bati tip
CagA (EPIYA-ABC) (%4) icerdiklerini bildirmislerdir (164). Bartchewsky ve ark. gastrik
kanserli hastalarda vacA sl genotipinin yiksek oldugunu ve vacA ml all€eli ile gastrik kanser
arasinda iliski oldugunu bildirmiglerdir. Ayrica, gastrik kanserli hastalarda cagA pozitif
prevelansin yiksek oldugunu, dort tane EPI'Y A Motif paterni (EPI'YA —AB, -ABC,-ABCC ve
—ABCCC) bulduklarint ve EPIYA-ABCCC genotipi ile gastrik kanser arasinda iliski
bildirmislerdir (165). Schmidt ve ark. cagA gen yapisina sahip 126 izolatin %96.7’sinin
EPIY A-A ve timunin EPIY A-B igerdiklerini, fonksiyonel dispepsili Hintlilerin Gglincl motif
olarak %93 Unun EPIYA-C Matifine, fonksiyonel dispepsili Cinli hastalarin %91.8’inin ve
Cinli gastrik kanserli hastalarin  %81.7'sinin  EPIYA-D Motifine sahip olduklarin
bildirmislerdir (166). Calismamizda, dispeptik hasta populasyonumuzda ise Bati tip EPIYA
Motif (EPIYA-ABC ve EPIYA ABCC) suslari bulunmustur. Ancek, iki tane hastarmizin

antrumundan izole edilen H. pylori susunun EPI'YA-ABC ve korpusundan izole edilen H.
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pylori susumuzun ise EPI'Y A-ABCC motifine sahip oldugu ve bu sonug¢ dogrultusunda, ayn
hastada genetik olarak farkli olan birden fazla H. pylori susu ile enfekte oldugu (miks
enfeksiyon) saptanmustir. Ayrica NCTC 11637 standart H. pylori susunda ¢ EPIYA C
(EPI'YA ABCCC) motifi, J99 susunda ise EPIYA-BC motifi oldugu saptanmistir. Salih ve
ark. EPIYA motiflerinin her biri icin spesifik dizayn edilmis dort farkli primer kullanarak
EPIYA motiflerini saptamiglardir. Endoskopi bulgularina gore duedonal Ulserli, gastrik
kanserli ve gastriti bulunan 96 hastada; 28 duodenal hastanin 13'Unde EPIYA-ABC,
sekizinde EPIYA-ABCC, dtisinda EPIYA-ABCCC ve birinde hem EPIYA-ABC hem de
EPI'YA-ABCCCCC; dokuz gastrik Ulserli hastadaise, ikisinde EPI'Y A-ABC, besinde EPIY A-
ABCC ve ikisinde EPI'Y A-ABCCC; kirk gastritli hastamin ise, 35’ inde EPI'Y A-ABC, besinde
EPI'Y A-ABCC motif saptadiklarint bildirmiglerdir (167).

Argent ve ark. Glney Afrika'da, dort ve alti arasinda EPIYA motif iceren ve yuksek
molekiler agirlikli CagA proteinine sahip H. pylori suslarinin gastrik kanserli hastalardan
izole ettiklerini bildirmiglerdir (168). Dogu Asya cagA pozitif H. pylori suslarinin atrofik
gastrit ve gastrik kanser ile iliskisi oldugu dustnulmesine karsin farkli hastaliklar ile CagA
proteini cesitliligi arasindaki iliski bulunamamustir (25). Buna karsin, Choi ve ark. EPIYA
motiflerinin sayisinin yam sira CagA proteininlerinin alt tiplerinin (Dogu asya ve Bati tip)
farkli gastrointestinal hastaliklarin olusumu ile iliskisini onermektedirler. Seksen yedi H.
pylori susunun ¢ EPI'YA motif (EPI'YA-ABC) ve duedonal Ulserli hastadan izole edilen bir
susun ise dort tane EPIYA motif (EPIYA-ABCC) icerdigini, 76 susun ise Dogu Asya tip
CagA (EPIYA-ABD) icerdiklerini bildirmislerdir. Ancak, Kore suslarinda CagA alt tipleri
veya EPIYA motifleri ile farkli gastrointestinal hastaliklar arasinda herhangi bir iliski
bildirilmemistir (25). Taelke ve ark. metronidazol direncinin cagA pozitiflerden ziyade cagA-
negatif suslarda yiksek oldugunu ancak klaritromisin direnci ve cagA gen statiisli arasinda bir
iliski bulamadiklarini bildirmislerdir (169). Calismamizda, 89 H. pylori enfeksiyonu olumlu
hastadan FISH calisilan 60 hastada klaritromisin direnci %31.7 saptandi;; H. pylori
enfeksiyonu pozitifligi ile antrum ve korpus Klaritromisin duyarl: ve direngli suslar arasinda
anlamh fark saptanmadi. Klaritromisin direnci ile cagA pozitif ve cagA negatif H. pylori
suslar1 arasinda bir iliski olup olmadigi degerlendirildi. Bizim hipotezimizde hangi suslarin
(cagA pozitif mi yoksa cagA negatif mi) daha fazla klaritromisin direncine sahip oldugunu
belirlemek amaclanmistir. Ancak, klaritromisin direnci ile cagA pozitif ve cagA negatif H.

pylori suslart arasinda anlaml: bir iliski bulunamamustir. Ayrica, dispeptik hasta grubumuzda
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EPIYA motifleri ile histopatolojik olarak, klaritromisin direnci (FISH metodu ile) arasinda

herhangi bir iliski bulunamamustir.

CagA’'nin C-terminal bolgesinde 16 aminoasitten (FPLXRXXXVXDLSKVG) olusan
CagA Multimerizasyon (CM) sekansi bulunmaktadir ve CagA multimerizasyonu CagA
tirozin fosforilasyonundan bagimsiz olarak kontrol edilmektedir (24, 101). CM sekansinda
bulunan 11 aminoasit hem Bat: hem de Dogu Asya da korunmus olarak bulunmaktadir. Bati
tip CagA (EPI'Y A-ABC) suglarinda her bir EPI'Y A-C motifi multiple CM motifine sahiptir ve
yalnizca bir tane CM motifi en sondaki EPI'Y A-C motifinin distalinde bulunmaktadir. Ancak,
Dogu Asya CagA suslarinda (EPIYA-ABD) ise tek bir CM motifi bulunur ve EPIYA-D
motifinin distalinde yer almaktadir (24, 101). Sicinschi ve ark. Kolombiya' dan izole edilen H.
pylori suslarinda birden Uce kadar EPI'YA-C motifi iceren EPIYA-ABC, EPIYA-ABCC,
EPI'YA-ABCBC, EPIYA-ABBCC veya EPIYA- ABCCC CagA paternlerini ve ayrica hem
Bati hem de Dogu Asya CM motifi iceren Kolombiyadan izole edilmis H. pylori suslarinin
Bati CagA-spesifik sekansi (WSS) icerdiklerini saptamuslardir (101). Suzuki ve ark. EPIY A
motifinden farkli olarak yeni korunmus bir motif (CRPIA-conserved repeat responsible for
phosphorylation independent activity) bildirmislerdir (170). CRPIA motifi CM motifi olarak
isimlendirilmistir ve Par1lb’ye baglanmaktadir. Bu motif CagA’nin C-terminalinde yer alir ve
H. pylori enfeksiyonu patogenezinde 6nemli bir rolt vardir. CRPIA Motifinin kronik H.
pylori enfeksiyonunda kanser-iliskili transkripsiyonel aktivasyon icin dnemli olabilecegi
bildirilmistir (170).

Azumave ark. cag PAl’sini arastirmislar ve filogenetik aga¢ analiz sonuclarina gore cag
PAI genlerini Bat1 grubu ve Japonya grubu olarak iki major gruba ayirmuglardir. Iki susun
(F79 ve OK107) ortatip olduklarin, iki Japon susunun ( F80 ve OK112) filogenetik agacta
Bati grubunda, Dogu Asya cagA genom yapisina sahip suslarin hepsinin de Japonya
grubunda, iki ortatipin (F79 ve OK107) ve F80 hari¢ Bati grubundaki bitiin suslarin Bati tip
cagA genotipine sahip olduklarim bildirmislerdir. F80 susunun ise mix-tip CagA ve mix-tip
Bati ve Dogu Asya tipine sahip olduguda bildirilmistir (45). Calismanzda filogenetik analiz
sonuglarina gore alti hastanin antrum ve korpusundan izole edilen H. pylori suglarimn
birbirinden uzak olduklar: gosterilmistir. Bu uzakligin nedeninin H. pylori suslar arasindaki
EPI'YA motifleri, vacA, cagA genotipleri arasindaki farkliliklar olabilecegi dustnulmektedir.
Sonug olarak, bazi hastalarin ayni anda farkli genetik yapiya sahip H. pylori suslari ile enfekte
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oldugu, H. pylori reenfeksiyonuna ve eradikasyon tedavisindeki basarisizliginda nedeni
olabilecegi kanisina varilmustir.

Dogu populasyonundan izole edilen EPI'Y A motif sayisi fazla olan CagA pozitif suslarin
daha siddetli aktif kronik gastrit ve atrofi ile iligkili olabilecegi disunulmektedir (22).
Calismamzda, H. pylori enfeksiyonu pozitifligi ile cinsiyet arasinda iliski saptanmazken, H.
pylori enfeksiyonu pozitif hastalarda yas ortalamasi daha gen¢ bulunmustur. cagA pozitifligi
ile histopatolojik bulgular arasinda 6zellikle antrum ve korpusta aktif enflamasyon ve
korpugta atrofi ile iliski bulunurken, EPI'Y A motif tipleri ile histopatolojik bulgular arasinda
herhangi bir iligki saptanmad.

cagA pozitifligi ile histopatolojik tarm arasinda ise; antrumda aktif kronik gastrit ile iliski
saptanirken, korpusta herhangi bir iligki saptanmadi. H. pylori enfeksiyonu pozitifligi ve
hastalarin cagA pozitifligi ile antrum ve korpus klaritromisin duyarli ve direncli suslar
arasinda iliski saptanmadi. H. pylori NCTC 11637 standart susunun ikinci ve tgtnci EPIY A-
C segmentinin diger hasta susglarimn ve J99'un birinci EPI'Y A-C segmentlerinden daha 6nce
icerdiginden filogenetik olarak farklidir ve sekans analizi ile gosterilmistir.

Sonu¢ olarak, H. pylori enfeksiyonu tamisinda altin standart yontem olan kultr
sonuclarina gore hasta grubumuzda cagA negatif ve pozitif suslar saptanmis, anti CagA 1gG
ile iliskilendirilmis, klaritromisin direnci ile cagA arasinda istatistiksel anlamli bir fark
sgptanmamustir. Histopatolojik sonuclar ile H. pylori suslarinin virulans 6zellikleri arasinda
istatiksel anlamli bir fark bulunamamustir. EPI'YA motif ile filogenetik analiz sonuglarimiza
gore hasta grubumuzda Bati tipi EPIYA motiflerinin varligint ve hastarin antrum ve
korpusunda farklt genetik ve filogenetik yapiya sahip H. pylori suslarim barindirdigin
saptadik. Ayrica farkli suslarin  bir arada bulunabilmesi eradikasyon tedavisindeki
basarisizligin bir nedeni olarak distntlebilir. Turkiye deki H. pylori prevalans: (%61.3-71.8)
yakin Avrupa Ulkeleri ile benzerdir. Ancak cagA prevalanst ise (%48.4) diger Orta Dogu
Ulkelerinde oldugu gibi dustktdr.

138



8. SONUC VE ONERILER

H. pylori'nin genetik yapisi her susda yaklasik %20 oraninda degisiklik
gosterebilmekte oldugundan. CagA EPIYA motifleri g¢esitliliginin, H. pylori patogenezinde
onemli bir role sahip olabilecegi belirtilmektedir. Dogu populasyonundan izole edilen EPIY A
motif sayisi fazla olan CagA pozitif suslarin daha siddetli aktif kronik gastrit ve atrofi ile
iligkili olabilecegi dustintlmektedir. Bu nedenle H. pylori suslarindaki EPIY A motiflerinin
sayisinin ve tipinin dogru olarak belirlenmesinin kuvvetli bir prognostik arag olabilecesi
Oongorulmekte ve EPIYA motiflerinin sayisimin farkli klinik sonuglar ile iligkisi olabilecegi
belirtilmektedir. Klaritromisin, H. pylori eradikasyon tedavi protokolleri icinde énemli bir
role sahiptir. Ancak, gilnumizde klaritromisine direncli suslar artmakta ve eradikasyon
tedavisinin basarisini azaltmaktadir. Bu nedenle populasyonumuzdaki H. pylori varligin ve
ayrica virtlans paternlerinin bilinmesi gereklidir. Histopatolojik bulgularla birlikte bu
verilerin birlikteliginin 6énem kazanacagin distiniyoruz. Gastroenteroloji de yapilabilecek
uygulamada, biyopsi oOrneklerinin antrumdan alinmasimin H. pylori tam olasiligim

arttirabilecegi 6nerilmektedir.

Calismamizda H. pylori’nin cagA yonunden EPIYA motiflerinin tipini belirlemis
olmanin yansira gastrik karsinogenezde onemli bir rolinin saptanmast igin sinyal
yolaklarinin tam olarak bu suslar Uzerinde belirlenmesi amaci ile ileri ¢calismalara gereksinim
duyulabilecegini 6nermekteyiz.
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10. EK

10.1. Gonulla Bilgilendirme Formu

Degerli Hastamiz,

Sizin muayeneniz ve degerlendirilmeniz sonucunda doktorunuz tarafindan endoskopi
yapilmasi gerekli bulunmustur. Mide mukozasina yerlesen Helicobacter pylori adindaki
bakterinin gastrit, mide Ulseri ve mide kanseri ile iliskisi kamtlanmistir. Enfeksiyona neden
olan bu bakterinin tamsi ve sonugta size uygun tedavinin uygulanabilmesi igin endoskopi
sirasinda rutin olarak alinan biyopsi drnegi hizli Ureaz testi ve histopatolojik yontemleri ile
incelenecektir, ancak katilacaginiz calismada sizin midenizdeki Helicobacter pylori susunun
genetik ozelliklerini daha fazla tamimlamak icin endoskopi sirasinda midenizden 4 adet daha
biyopsi alinacak ve bu biyopsiler de bakterinin arastirilmast icin kdltir ve molekiler
yontemler uygulanarak ileri incelemeleri yapilacaktir. Bu calismaya sizin gibi yaklasik 124
kisi alinacaktir. Katkida bulunacagiz bu arastirmada bakterinin genetik Ozelliginin
incelenmesi ile belirli bakteriyel suslari ile siz ve diger benzer hastalarda ortaya c¢ikan
hastaliklar arasinda iliski incelenip tedavi ve hastaligin 6ngérmede yarar saglayacaktir. Bu
islemler size herhangi bir zarar vermemektedir. Testlerin sonuclar1 kontrol ve tedavi altinda
oldugunuz bolime bildirilecektir. Sizden kabul ettiginiz takdirde 6rnekler bir defa alinacaktir.
Bir kez daha hastanemize gelip bize 6rnek vermenize gerek kalmayacaktir.

Gonulli bu calismaya katilmay: red etme ya da arastirma basladiktan sonra devam
etmeme hakkina sahiptir. Arastirmact da gonullinin kendi rizasina bakmadan, olguyu
arastirma dis1 birakabilir. Gonulll olarak bu ¢alismada yer alan tiim hastalarin Kisisel bilgileri
gizli tutulacaktir. Calisma verileri herhangi bir yayin ve raporda kullanilirken bu yayinda
isminiz kullanilmayacak ve veriler izlenerek size ulasilamayacaktir. Bu calisma sirasinda
uygulanacak testlerin ve arastirma ile ilgili gerceklestirilecek diger islemlerin masraflari
sizden veya guvencesi altinda bulundugunuz resmi ya da 6zel highir kurum veya kurulustan
talep edilmeyecektir. Eger calismaya katilmayi kabul ediyorsamiz ilgili bolimi imzalamaniz
gerekmektedir.
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Gonulltye arastirmadan 6nce verilmesi gereken bilgileri igeren yukaridaki metni okudum.

Bunlar hakkinda bana yazili ve sozli aciklamalar yapildi. Bu kosullarda s6z konusu klinik

l[aboratuvar arastirmasina kendi rizamla higbir baski ve zorlama olmaksizin katilmay: kabul

ediyorum.

Hastanin:

Ad

Soyad :

Adresi :
Telefon(Ev/Cep):
Tarih

imza

Arastirma Sorumlusu:

Ad Soyad

Adres :

irtibat Kurulabilecek Telefon Numaralari:

Meryem Glvenir 0232-412-45-01
0555-625-82-79

Telefon

imza

Telefon

imza
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10.2 CALISMA FORMU

Ad Soyad : Tarih
Y as : Protokol No
Cinsiyet : Patoloji No
Adres : Telefon
§ Hasta cahismakriterlerine Uygun L] Uygun degil L]

Dislama kriterleri gz Oniine ainarak dislanan, dispeptik yakinmali ve kanamali endoskaopi
endikasyonu konulan hastalar calismaya alinacaktir. Digslama kriterleri; Koagllopati, gebdik,
laktasyon, malignensiler, gastrik cerrahi gecirenler, son 6 ay icinde Helicobacter pylori
eradikasyon tedavisi alanlar, son 1 ay icinde antibiyotik, anti sekretuar ilag, bizmut tuzlar,
sukralfat kullanan hastalar.

§ Gonullu bilgilendirme formu verildi mi? Evet | Hayir [

8 Midebiyopsis alindi mi? Antrum [ Korpus L]

§ Hizh Ureaz Testi
Antrum +) [ ¢ [
Korpus (+) L] O] []

Hastalardan alinan biyopsi drnekleri histopatolojik inceleme icin patoloji laboratuvarina
gonderilecektir. HLO sonuglar: takip edilecektir.

§ Histopatolojik incelemede HLO

Antrum +) [ ¢ [
K orpus + L] (L
§ Kan drnegi ahndi mi? Evet [ Hayir L]
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