T.C
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

INSAN MiDE ADENOKARSINOMA HUCRELERINDE
HELICOBACTER PYLORI’NIN NEDEN OLDUGU
DNA CiFT SARMAL KIRIKLARI VE OKSIDATIF

STRESIN DEGERLENDIRILMESI

Dr. Didem ORAL

FARMASOTIK TOKSIiKOLOJi PROGRAMI
DOKTORA TEZi

ANKARA
2019






T.C
HACETTEPE UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

INSAN MiDE ADENOKARSINOMA HUCRELERINDE
HELICOBACTER PYLORI’NIN NEDEN OLDUGU
DNA CiFT SARMAL KIRIKLARI VE OKSIDATIF

STRESIN DEGERLENDIRILMESI

Dr. Didem ORAL

FARMASOTIK TOKSIiKOLOJi PROGRAMI
DOKTORA TEZi

TEZ DANISMANI
Doc. Dr. Pnar ERKEKOGLU

ANKARA
2019



ONAY SAYFASI

HACETTEPE UNIVERSITESI

SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

iNSAN MIDE ADENOKARSINOMA HUCRELERINDE HELICOBACTER
PYLORI'NIN NEDEN OLDUGU DNA CIiFT SARMAL KIRIKLARI VE
OKSIDATIF STRESIN DEGERLENDIRILMES]

Uzm.Bio. Didem Oral
Danigman: Dog. Dr. Pinar ERKEKOGLU
Bu tez ¢alismasi 03.09.2019 tarihinde jirimiz tarafindan “Farmasotik Toksikoloji

Programi”nda doktora tezi olarak kabul edilmistir.

Jiiri Bagkan: Prof.Dr. Nursen BASARAN 6&

Hacelttepe Universitesi 2
/ VB4 ¢
Tez Damgmani: Dog¢.Dr. Pinar Erkekoglu 7@%‘({

Hacettepe Universitesi
.

Uye: Prof.Dr. Ulkii UNDEGER BUCURGAT NG M

Haceltepe Universitesi

Uye: Prof.Dr. Belma GUMUSEL M

Lolaman Hekim Universitesi

Uye: Dog¢.Dr. Ela Kadioglu (:AA

Gazi Universitesi
Uye: Dog.Dr. Suna Sabuncuoglu
Hacettepe Universitesi Q/
Bu tez, Hacettepe Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Sinav Yonetmeliginin

ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tarafindan uygun Bulunmustur.

24 Byl 2019

-—

__\uele-

Prof. Dr. Diclehan ORHAN

Enstitit Miidiirii



YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitil tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini veya herhangi bir kismini, basih
(kagit) ve elektronik formatta argivleme ve asagida verilen kosullarla kullanima agma iznini Hacettepe
Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle Universiteye verilen kullanim haklar1 digindaki tiim fikri
miilkiyet haklarim bende kalacak, tezimin tamaminimn ya da bir boliimiiniin gelecekteki galigmalarda
(makale, kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklari bana ait olacaktur.

Tezin kendi orijinal galijmam oldugunu, bagkalarinin haklarmi ihlal etmedigimi ve tezimin tek yetkili
sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif hakki bulunan ve sahiplerinden yazili
izin almarak kullamlmasi zorunlu metinlerin yazih izin almarak kullandigimi ve istenildiginde
suretlerini Universiteye teslim etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yaymnlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda
Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina iliskin Yonerge” kapsaminda tezim asagida
belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi / H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde
erigime agilir.

o Enstitii / Fakillte yonetim kurulu karari ile tezimin erigime agilmasi mezuniyet tarihimden
itibaren 2 yil ertelenmigtir,

o Enstitii/ Fakiilte yénetim kurulunun gerekgeli karart ile tezimin erigime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 6 ay ertelenmistir.®

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir.
24/09/2019

Didem ORAL

1 “Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime A¢ilmasina Iligkin
Yonerge”

(1) Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent bagvurusu yapilmast veya patent alma siirecinin
devam etmesi durumunda, tez danismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriigii
lizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu iki yil sire ile tezin erigime agilmasinin
ertelenmesine karar verebilir.

(2) Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullamldigi, heniiz makaleye doniismemis veya
patent gibi yontemlerle korunmamig ve internetten paylagilmast durumunda 3. sahislara veya
kurumlara haksiz kazang imkam olugturabilecek bilgi ve bulgulari igeren tezler hakkinda tez
damsmammin onerisi ve enstitii anabilim dalmin uygun gériigii iizerine enstitii veya fakiilte
yonetim kurulunun gerekgeli karari ile altt ayr asmamak iizere tezin erisime agilmast
engellenebilir.

(3) Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlar: veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve
giivenlik, saghk vb. konulara iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildig
kurum tarafindan verilir *. Kurum ve kuruluglarla yapilan isbirligi protokolii gergevesinde
hazirlanan lisansiisti tezlere iligkin gizlilik karart ise, ilgili kurum ve kurulusun énerisi ile
enstitii veya fakiiltenin uygun goriigii iizerine iiniversite yénetim kurulu tarafindan verilir.
Gizlilik karart verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir. Madde 7.2. Gizlilik karar:
verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar: ¢ergevesinde
muhafaza edilir, gizlilik kararimn kaldirilmast halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez damgmammnn dnerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun gériisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu
tarafindan karar verilir.



ETiK BEYAN

Bu galismadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar gergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglari bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimu, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Dog.Dr. Ulfet Pinar ERKEKOGLU
danigmanhginda tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii Tez Yazim Yonergesi’ne gére yazildigim beyan ederim.
Tk

Didem ORAL



Vi

TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca ve tez calismalarim sirasinda bilgisi, ileri
gorusliiliigii ile ufkumu agan, destegi ile her zaman yanimda olan degerli hocam ve tez
danismanim Sayin Dog.Dr. Ulfet Pinar Erkekoglu'na,

Doktora egitimim siirecinde bilgi ve deneyimleri ile beni destekleyen Sayin
Prof.Dr. Belma Giimiisel'e,

Bilgi ve deneyimleriyle ve destekleri ile doktora egitimim boyunca ufkumu
acan ve Farmasotik Toksikoloji’yi ¢ok sevmemi saglayan tiim boliim hocalarima,

Destekleri ve anlayislari ile her zaman yanimda olan dekanimiz Sayin Prof.Dr.
Terken Baydar ve Anabilim Dali Baskanimiz Sayin Prof.Dr. Ulkii Undeger
Bucurgat'a,

Tez calismalarimda destegi ve dostlugu ile her zaman yanimda olan sevgili
arkadasim Uzm. Ecz. Unzile Sur'a,

Tez calismalarin siirecinde desteklerini esirgemeyen Hacettepe Universitesi
Tip Fakiiltesi Tibbi Mikrobiyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Sayin Prof. Dr.Yakut
Akyon'e, Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim Uyesi Dog.Dr.
Dilara Zeybek’e,

Doktora ¢aligmalarima baslamamdaki destekleri i¢in saym hocam Prof.Dr.
Ahmet Basaran’a,

Fedakarliklar1 ve sevgileri ile bana olan inaglarini hi¢ kaybetmeden her zaman
destek olan, gii¢ veren doktoramu ithaf ettigim ¢ok sevgili anne ve babama,

Sonsuz tesekkiir ederim.
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OZET

Didem, O. insan Mide Adenokarsinoma Hiicrelerinde Helicobacter Pylori’nin Neden
Oldugu DNA Cift Sarmal Kiriklan Ve Oksidatif Stresin Degerlendirilmesi. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Farmasotik Toksikoloji Program Doktora Tezi,
Ankara,2019. Cesitli mikroorganizmalarin olusturdugu infeksiyonlarin reaktif oksijen
bilesikleri (ROS) ve reaktif azot bilesiklerinin (RNS) olusumuna yol actig1 iyi bilinmektedir.
Bu bilesiklerin de intraselliiler oksidan/antioksidan dengeyi degistirip oksidatif strese neden
oldugu bir¢ok calismada gosterilmistir. Oksidatif stres, birgok farkli mekanizma ile DNA
hasar1 olusturabilmektedir. DNA hasari, basit ve onarilabilir baz lezyonlarindan, en tehlikeli
DNA hasar1 olan DNA ¢ift sarmal kiriklarina (DSB) dek oldukga genis bir yelpazede
goriilebilir. Radyasyon ve bazi bakteri toksinleri DSB'yi indiikleyerek, karsinojeneze yol
acabilir. Helicobacter pylori gastrik mukozada kronik infeksiyona neden olan bir Gram negatif
bakteridir. Helicobacter pylori infeksiyonu Uluslararasi Kanser Arastirma Ajansi tarafindan
“Grup | karsinojen” olarak simiflandirilmistir. Helicobacter pylori nin neden oldugu toksisite
altinda yatan mekanizmalar ve bu bakterinin yol actif1 gastrik karsinojenezin mekanizmasi
heniiz tam olarak anlasilamamustir. Calismalar Helicobacter pylori nin hem dogrudan DNA
hasar1 yaparak, hem de epigenetik mekanizmalarla genetik instabiliteye neden oldugunu
gostermektedir. Helicobacter pylori infeksiyonu konak DNA’sinda oksidatif hasara neden
olmaktadir. Literattirde, Helicobacter pylori infeksiyonunun oksidatif strese ve DSB’ye neden
oldugu ve DSB onarim mekanizmalarini da etkileyebilecegini gosteren ¢aligmalar mevcuttur.
Ancak, Helicobacter pylori infeksiyonu ile oksidatif stres arasindaki iliskiyi inceleyen yeterli
sayida calisma bulunmamaktadir. Bu verilerin 1518inda gerceklestirilen tez kapsaminda,
gastrik adenokarsinoma (AGS) hiicrelerinin Helicobacter pylori‘ye maruziyeti sonucu ortaya
cikabilecek olasi sitotoksisite, intraselliiler ROS artis1 ve oksidatif stres, DNA baz lezyonlari,
DNA onarim proteinlerindeki degisiklikler, apoptotik ve otofajik degisiklikler detayli bir
sekilde arastirilmigtir. Ayrica, AGS hiicrelerinin Helicobacter pylori’yle infekte olmasi
sonucu, hiicrelerde DSB’nin bir biyogostergesi olan histon 2A ailesi liyesi X (H2AX)
fosforilasyonunun (y-H2AX) belirlenmistir. Diger taraftan, DSB onarim yolaklariyla ile
Helicobacter pylori maruziyeti sonucu ortaya c¢ikabilecek DSB’lerin onarilabilecegi de
diistiniilerek ¢alismaya bir DSB onariminda 6nemli roli olan DNA-protein kinaz (DNA-PK)
inhibitorii eklenmis ve ilgili parametreler DNA-protein kinaz inhibitorii varhginda da
Ol¢iilmiigtir. Bu sekilde, DSB onarimi bozulmus bireylerde Helicobacter pylori
infeksiyonunun neden olabilecegi olast durumun Ongoriilmesi planlanmistir. Elde edilen
sonuglar, Helicobacter pylori infeksiyonunun o&zellikle DNA-PK inhibitorii varliginda
oksidatif streste onemli artislara, DNA onarim proteinlerinde degisikliklere ve y-H2AX
diizeylerinde belirgin artislara yol agtigi ve apoptozu ve otofajiyi tetikledigi goriilmiistiir.
Diger taraftan, Helicobacter pylori ve DNA-PK inhibitorii birlikte maruz kalan grupta apoptoz
ve otofajinin ¢ok daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak, Helicobacter pylori
infeksiyonunun ozellikle DSB onariminda sorun olan hiicrelerde ciddi sorunlara yol
acabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Helicobacter pylori, oksidatif stres, Nu7441, AGS hiicreleri,

gastrik adenokarsinoma, DNA ¢ift sarmal kirig1, otofaji, apoptoz.
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ABCTRACT

Didem, O. Evaluation of DNA Double Strant Breaks and Oxidative Stress caused by
Helicobacter pylori in Human Adenogastric Carcinoma Cells. Hacettepe University
Graduate School of Health Sciences, Pharmaceutical Toxicology Program, Doctorate
Thesis, Ankara,2019. It is well-known that infections caused by various microorganisms lead
to the formation of reactive oxygen species (ROS) and reactive nitrogen species (RNS).
Several studies have shown that these species can change the intracellular oxidant/antioxidant
balance and cause oxidative stress. Oxidative stress can cause DNA damage by many different
mechanisms. DNA damage can be observed in a wide range, from simple and repairable base
lesions to DNA double-strand breaks (DSBs),which are the most dangerous DNA damage
types. Radiation and some bacterial toxins can casue carcinogenesis by inducing DSBs.
Helicobacter pylori is a gram negative bacterium that causes chronic infection in gastric
mucosa. Approximately 50% of the world’s population has been reported to be infected with
chronic Helicobacter pylori infection which causes gastritis, peptic ulcer, stomach
adenocarcinoma and gastric mucosal lymphoma. Helicobacter pylori infection is categorized
as “Group | carcinogen” by the International Agency for Research on Cancer. The mechanisms
underlying the toxicity of Helicobacter pylori infection and the mechanism of gastric
carcinogenesis caused by this certain bacterium are not fully understood yet. Studies show that
Helicobacter pylori infection can cause genetic instability both by direct DNA damage and by
epigenetic mechanisms. Helicobacter pylori infection causes oxidative damage nuclear and
mitochondrial DNA of the host. In addition, it can lead to chromosomal instability,
microsatellite instability and mutations by affecting DNA methylation. There are studies in
literature that show Helicobacter pylori infection can cause DSBs, oxidative stress and may
also affect DSB repair mechanisms. However, there are not many studies that investigate the
association between Helicobacter pylori infection and oxidative stress. Studies to date have
generally been conducte on clinical specimens, and focused on the direct treatment of infection
rather than focusing on the toxicity mechanisms of the bacterium. In the light of these data,
the possible cytotoxicity, intracellular ROS elevations, and oxidative stress, DNA base lesions,
changes in DNA repair proteins, apoptotic and autophagic changes caused by Helicobacter
pylori in gastric adenocarcinoma (AGS) cell line were investigated in detail in this thesis. In
addition, AGS cells which were infected with Helicobacter pylori were investigated for the
presence of histone 2A family X (H2AX) phosphorilation (y-H2AX), a biomarker of DSBs.
On the other hand, by evaluating that DSBs caused by Helicobacter pylori can be repaired, a
DNA-protein kinase (DNA-PK, an important DSB repair protein) inhibitor was also included
to the study and the related parameters were measured. Thus, we planned to foresee the
outcomes of Helicobacter pylori infection in people which disrupted DSB repairs. According
to the results, Helicobacter pylori infection caused significant increases in oxidative stress,
changes in DNA repair proteins and increases in y-H2AX levels, particularly in the presence
of DNA-protein kinase inhibitor. Moreover, Helicobacter pylori infection triggered apoptosis
and autophagy and cell death was significantly higher in both DNA-protein kinase inhibitor
and Helicobacter pylori -exposed group.

Key Words: Helicobacter pylori, oxidative stress, Nu7441, AGS cells,
gastric adenocarcinoma, DNA double strand breaks, autophagy, apoptosis.
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1. GIRIS

Inflamasyon immiin sistemin fiziksel (X-1sinlar1, y-radyasyon, UVA/B
isinlart), kimyasal (gesitli ilaclar ya da asbest gibi ¢evre kirleticileri) ve biyolojik
(bakteriler, viriisler ya da parazitler) ajanlara kars1 dogal savunma mekanizmasidir (1).
Inflamasyon, ayn1 zamanda kronik infeksiyon ve inflamatuvar hastaliklar tarafindan
da indiiklenebilir. Kanser vakalarinin yaklasik olarak %25’nin kronik inflamasyon
kaynakli oldugu bilinmektedir (2). Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajansi (IARC)
diinya genelindeki kanser vakalarinin yaklasik %18’nin bakteri, viriis ve parazit
nedenli enfeksiy6z hastaliklardan kaynaklandigini bildirmistir (3). Viriisler, bakteriler
ve parazitlerin neden oldugu kronik inflamasyonun yilda 1,6 milyon inflamasyon
kaynakli kanser vakasina yol agtig1 belirtilmistir (4). Yapilan ¢aligmalarda bir¢ok
bakteri tiiriiniin {irettigi toksinlerin kronik infeksiyona ek olarak hiicre siklusunda
bozulmaya ve hiicre biiylimesinde degisimlere neden oldugu gdsterilmistir (5). Patojen
ajanlarin konak¢1 hiicre genomunu salgiladiklar1 genotoksinler ve onkoproteinler
araciligi ile etkileyebildikleri, bu proteinlerin hiicresel DNA da mutasyonlar1 indiiklegi
ve DNA onarim mekanizmasinda degisimlere yol acabildigi bilinmektedir (6). Son
yillarda kronik bakteriyel infeksiyonlarin kanser gelisimi tizerindeki etkisi ile ilgili
calismalar yogunlagmis ve birgok bakteri infeksiyonunun onkogenez tizerindeki etkisi
gosterilmistir (7). Yapilan ¢alismalarda, bircok bakteri tiirtiniin kronik infeksiyon ya
da trettikleri toksinler yoluyla hiicre siklusunun degismesine yol agtiklari ve
karsinojenik kimyasal maddelere benzer sekilde normal hiicre biiylimesi ve apoptotik
degisimlere neden olan DNA hasarlar1 olusturabildikleri belirtilmistir. Ornegin,
Salmonella typhimirium’nin mesane Kkanserine, Streptococcus bovis’in  kolon
kanserine ve Chlamiydia bovis’in akciger kanserine neden olduguna dair bulgular
mevcuttur. Diinya genelinde en yaygin infeksiyon hastaliklarindan biri olan ve diinya
popiilasyonunun yaklasik %40-%50’sinin infekte oldugu Helicobacter pylori’nin ise
gastrik kanser ve mukoza assosiye lenfoid doku (MALT) tipi lenfomaya neden
olduguna dair kesin bulgular vardir ve Helicobacter pylori infeksiyonu IARC
tarafindan “Grup 1 karsinojen (insanda kesin karsinojen)” olarak siniflandirilmaktadirr
(5,8).

Gastrik kanserler diinya genelinde kansere bagli 6liimlerinde ikinci sirada yer

almakta olup, her yil yaklasik 1 milyon yeni tani ile ve yilda yaklasik 750.000 6liimlii



vaka ile dikkati ¢ekmektedir. Gastrik kanserler, ¢ok faktorlii hastaliklar olup, risk
faktorleri arasinda gevresel faktorler, genetik faktorler, patojen (Helicobacter pylori)-
konakg iligkisi ve ayrica tiim bu parametrelerin bir arada oldugu ¢oklu faktorler yer
almaktadir. Gastrik kanserler Dogu Avrupa, Kuzey Amerika ve Asya gibi gelismekte
olan {ilkelerde diinya genelindeki vakalarin 2/3’nii kapsamaktadir ve bu vakalarin
%42°1ik bir oran1 Cin’de goriilmektedir (9,10).

Yapilan epidemiyolojik ¢alismalar, Helicobacter pylori kronik infeksiyonunun
oksidatif DNA hasari ve bunun sonucunda gastrik kanser gelisimine neden olan reaktif
oksijen bilesikleri (ROS)/reaktif azot bilesikleri (RNS) olusumunda yol agtigini
bildirilmistir. Helicobacter pylori’nin olusturdugu gastrik inflamasyonun siddeti,
konak¢inin genetik o6zellikleri, konak¢inin immun yaniti ve diyet gibi g¢evresel
faktorlere ve bakteriye 6zgii faktorlerlerin bir biitlin olarak etki etmesine baglidir (11).

Diinya popiilasyonunun yaklasik %50’sinin gastrit, peptik tlser, mide
adenokarsinoma ve mide mukozal lenfomasina neden olan kronik Helicobacter pylori
ile infekte oldugu rapor edilmektedir. Helicobacter pylori nin neden oldugu toksisite
altinda yatan mekanizmalar ve neden oldugu gastrik karsinojenezin mekanizmasi
heniiz tam olarak anlagilamamistir. Calismalar, Helicobacter pylor nin hem dogrudan
DNA hasar1 yaparak, hem de epigenetik mekanizmalarla genetik instabiliteye neden
oldugunu gostermistir (12,13). Helicobacter pylori infeksiyonu konagin ¢ekirdek ve
mitokondri DNA’sinda oksidatif hasara neden olur. Ayrica DNA metilasyonunu
etkileyebilir; kromozomal instabilite, mikrostallit instabilite ve mutasyonlar gibi
dogrudan degisimlere neden olabilir (14). Ayrica, Helicobacter pylori infeksiyonunun
DNA c¢ift sarmal kiriklarima (DSB) ve glutatyon (GSH) tiikketimine neden oldugu ve
DSB onarim mekanizmalarin1 da etkileyebilecegi belirtilmistir (12,15).Tiim bu
olaylarin ise glandular atropi, kronik inflamatuvar hiicrelerin infltrasyonu, glandular
epitel hiicrelerde metaplazi ve sonunda da gastrik kanser olusumuna neden oldugu
bilinmektedir (10).

Diinya genelinde ve iilkemizde Helicobacter pylori infeksiyonu ciddi saglik
sorunlarina yol agmaktadir. Helicobacter pylori infeksiyonu ile yapilan pek c¢ok
calisma mevcuttur. Ancak, Helicobacter pylori infeksiyonu ile oksidatif stres
arasindaki iligkiyi ve bakterinin yol actig1 diisiiniilen DSB kiriklarinin olusumu ile

ilgili mekanizmalar1 inceleyen sinirli sayida ¢aligma bulunmaktadir. Bugiine kadar



yapilan ¢alismalar genelde klinik 6rneklerden yapilmis olup, bakterinin toksisite
mekanizmalarina odaklanmaktan ziyade dogrudan infeksiyonun tedavisine yoneliktir
(12,13).
Bu tez kapsaminda insan gastrik adenokarsinoma hiicreleri (AGS)’nin
Helicobacter pylori'ye maruziyeti sonucu ortaya ¢ikabilecek;
o Sitotoksik etkiler,
e Maruziyet sonucu olusabilecek istenmeyen etkilerin altinda yatan baslica
mekanizmalardan olan; oksidatif stres ve oksidan/antioksidan statii
degisiklikleri [ROS iiretimi, siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz aktivitesi
(CAT), glutatyon peroksidaz 1 aktivitesi (GPx1), total glutatyon diizeyleri, total
antioksidan kapasite, lipit peroksidasyon, protein oksidasyonu],
e DNA onarim proteinlerindeki degisiklikler (8-okzoguanin DNA glikosilaz,
OGGI1) ve DSB [histon 2A ailesi iiyesi X (H2AX) fosforilasyonunun
belirlenmesi (y-H2AX) ile],

e Sitopatolojik, apoptotik ve otofajik degisiklikler degerlendirilmistir.

Tez calismasina, ayrica bir Helicobacter pylori AGS hiicrelerine bir DSB
onarim  inhibitori  [8-(4-dibenzotienil)-2-(4-morfolinil)-4H-1-benzopiran-4-on,
Nu7441] ile birlikte de uygulanmis ve ilgili parametreler Nu7441 varliginda da
Olciilmiistiir. Bu sekilde DSB onarimi bozuk veya bir sekilde bozulmus bireylerde
(immiin sistem bozukluklari, kanser, diyabet vb. durumlarda) Helicobacter pylori’nin
neden olabilecegi tiim toksik etkilerin yalnizca Helicobacter pylori uygulanan grupla

da karsilastirilmast yapilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Helicobacter Pylori

Helicobacter pylori; yaklasik 3 um uzunlugunda ve 5 um ¢apinda gram negatif,
katalaz, oksidaz ve iireaz pozitif, mikroaerofilik ve notrofilik heliks bigimli bir
bakteridir (16,17). 3 ila 6 adet yaklastk 3 pm uzunlugunda tnipolar flagellar
Helicobacter pylori’ nin, gastrik mukoza i¢inde hareket etmesini ve kolonize olmasint

saglar (Sekil 2.1.) (18).

proteinler flajella

ureaz

ekzotoksinler ekzoenzimler

lipopolisakkarit

Sekil 2.1. Helicobacterinin genel yapis1 (18)

Yapilan ¢alismalar mikroaerofilik olan Helicobacter pylori’nin optimal
yasama kosullarinin yiiksek nemli ortamda, pH 5.5-8 degerinde, %2-%5 O ve %5-10
CO: seviyelerinde oldugunu gostermistir (19). Diisiik partial oksijen basingli, yiiksek
konsantrasyonlarda gastrik ve sindirim enzimleri i¢ceren gastrik mukozada kolonize
olan Helicobacter pylori, gastrik ortamdaki pH’1 salgiladigi iireaz enzimi ile
yiikselterek ve flagellasi ile mide duvar1 mukozasinin i¢ tabakalarina hareket ederek
gastrik ortama adapte olabilmektedir (20). Helicobacter pylori nin salgiladigi iireaz
enzimi pH’1 1-2 civarinda olan gastrik ortamda tampon gorevi goriirken, helikal sekli
ve unipolar flagellas1 gastrik epitelyumu kaplayan mukoza tabakasinin i¢inde hareket
edebilmesine olanak tanir. Mide epitelyal yiizeyine tutunmasinin yanisira, proksimal

duodenum ve nadiren Ozafagusda da kolonize olabilmektedir. Cogunlukla



ekstraselliiler bir bakteri olan Helicobacter pylori’nin, dzellikle kanser vakalarinda
hiicre i¢ine de lokalize olabildigi iddia edilmektedir; ancak heniiz bakterinin hiicre
igine girdigine dair bir kanit yoktur (21). Helicobacter pylori’nin flagellalar; iireaz,
katalaz, miisinaz, lipaz gibi enzimler; nétrofil aktive edici protein (NAP), dis membran
proteini (OMP) gibi proteinler, lipopolisakkaritler (LPS), vakiiole edici sitotoksin A
(VacA) toksin ve sitotoksin-assosiye gen A (CagA) toksin gibi bir¢ok viriilans
faktorlerine sahip oldugu ve bu faktorler araciligi ile patojenik etki gosterdigi
bilinmektedir (22).

Helicobacter pylori’nin diinya poplilasyonunun %50’sini infekte ettigi ve
diinya genelinde kanser nedenli 6liimlerde ikinci sirada yer alan gastrik kanserlerin
baslica nedeni oldugu belirtilmektedir (23). Helicobacter pylori, kronik gastrittin ana
nedeni olup, gastrik iilser, duodenal iilser ve gastrik kanserlere neden olan biyolojik
ajanlarin basinda gelmektedir (24). Yapilan calismalar diinya genelinde gastrik kanser
ve MALT lenfoma vakalarinin yaklagik %70’nin dogrudan Helicobacter pylori
infeksiyonundan kaynaklandigim1 géstermistir. Helicobacter pylori infekte bireyler
genel olarak asemptomatik olabilirler; ancak hastalarin yaklagik %20’sinde
preneoplastik degisimler gelismekte ve yine infekte bireylerin %1 inde kanser gelisimi
goriilmektedir. Cok sayida epidemiyolojik ve deneysel ¢alisma, kronik Helicobacter
pylori infeksiyonu ile gastrik kanser ve MALT lenfoma arasinda pozitif bir iligki
oldugunu gostermis ve IARC 1994 yilinda Helicobacter pylori infeksiyonunu “Grup
1 karsinojen (insanda kesin karsinojen)” olarak siniflandirilmistir (21).

Kronik gastrit, peptik {llser ve gastrik kanserlerin baglica etkeni olan
Helicobacter pylori’nin oral-oral ve feka-oral yolla bulastigi bilinmektedir. Yapilan
epidemiyolojik ¢aligmalar, gelismekte olan iilkelerde niifusun % 80’nin Helicobacter
pylori ile infekte oldugunu ve gelismis iilkelerde bu oranin daha diisilk olmasina
ragmen diinya popiilasyonunun hemen hemen % 50’sinin infekte oldugunu
gostermektedir. 2015 yilinda yapilan bir global prevalans calismasina gore diinya
genelinde Helicobacter pylori ile infekte yaklasik 4,5 milyar kisi oldu bildirilmistir.
Afrika nufiisiiniin infeksiyon agisindan %79,1 ile birinci sirada yer aldigi; Afrika’y1 %
63,4’liik oranla Latin Amerika ve Karaiblerin izledigi ve % 54,7 oranla ise Asyanin
ticlincii sirada yer aldig bildirilmistir. Endiistrilesme oraninin yiliksek oldugu bati

diinyasinda prevalans diismekte iken, gelismekte olan tilkelerde prevelans hala ytliksek



olup, genel olarak sosyoekonomik durum ve hijyeniteye bagl olarak degismektedir.
Yapilan ¢aligmalarda Helicobacter pylori infeksiyonu insidansinin pek ¢ok iilkede
yasam standatlarinin iyilestirilmesi sonucuna bagl olarak azaldig1 gosterilmistir (20,
24,25).

Helicobacter  pylorinin  bulasmast  konagm saglik durumuna ve
sosyoekonomik durumuna bagli olarak degiskenlik gostermektedir. Aile-i¢i bulag
(6zellikle anne-¢ocuk arasindaki bulas) en yaygin bulasma yolu olmasina ragmen,
hijyenik kosullarin diizelmesine bagli olarak bu oran azalmaktadir. Helicobacter
pylori infeksiyonunun aileden g¢ocuga vertikal yayilimin en yaygin yol oldugu
bildirilmistir. iran’da yapilan bir filogenetik calismada, 30 vakadan 26’sinda fekal
orneklerden elde edilen Helicobacter pylori-DNA 6rneklerinde vertikal bulasin
%46,1 nin ailesel yolla oldugu, bunun % 38,4 niin anneden ve %?7,7’sinin ise babadan
kaynakli oldugu gosterilmistir. Kedilerle ile yapilan bir ¢alismada ise Helicobacter
pylori ile infekte kedilerde 14. haftada yavru kedilerin de pasif olarak infekte olduklari
gosterilmistir (20).

Helicobacter pylori-insan iliskisi en az 100.000 yillik bir gegmise
dayanmaktadir. Helicobacter pylori’nin Afrikadan goglerle yayildigi, evrimlestigi ve
bu siire i¢inde, konak-adaptif immiin yanit1 gelismesine ragmen, bakteriyel bir
adaptasyon mekanizmasinin da gelistigi bilinmektedir. Bu bakteriyel adaptasyon
stirecinde, yeni Helicobacter pylori genom sekanslarinin dolayisiyla da yeni
Helicobacter pylori suslarinin gelistigi bilinmektedir (20,25). Yapilan g¢alismalar,
konakta gelisen Helicobacter pylori infeksiyonunda tek bir bakteri susunun baskin
oldugunu ve ¢oklu infeksiyonun daha nadir oldugunu gostermistir. Gastrointestinal
ortama adaptasyonda diyet ve farkli bakteri kolonizasyonlarinin da farkli ekofizyolojik
kosullar olusturdugu ve bunlarin da adaptasyona etki edecek spesifik bakteri
ozellikleri olusturabilecegi bilinmektedir. Ornegin, farkli allellere sahip bakteri
viriilans faktdrlerinin olusmas1 ya da mide motilesine adapte olabilen bakteri alt-
suslarin olugmasi adaptasyonu gli¢lendiren faktorlerdir. Bunlara ek olarak diger bir
onemli faktor bulagsma yasi olup, yasamin ilk 5 yilinda infekte olan bireyler tedavi
edilmediklerinde yasam boyu direngli infeksiyona maruz kalabilmektedir (25).

Uzun yillardir Helicobacter pylori nin insanda kronik gastrit, peptik {ilser ve

adenokarsinoma gibi ¢esitli patolojilere yol agma mekanizmalaryla ilgili birgok in



VivO Ve in vitro ¢alisma yapilmis ve birgok veri elde edilmistir (16). Gastrik kanserlerin
ve MALT lenfomalarin zemininde uzun siireli kronik gastrik inflamasyonun yatmakta
oldugu bilinmektedir. Helicobacter pylori kaynakli olusan gastrit atropik gastrit,
intestinal metaplazi ve diplazi ve sonrasinda difiiz veya intestinal tip gastrik karsinoma
seklinde bir seyir gosterebilmektedir (Sekil 2.2.) (18,26). Helicobacter pylori gastrik
kolonizasyonu genel olarak asemptomatiktir. Helicobacter pylori nin neden oldugu
gastrik mukoza hasarinda dogrudan ve dolayli pekgok faktor rol oynamaktadir.
Konagin inflamatuvar cevabi, lireaz, kan grubu antijeni baglayic1 adhezin toksini
(BabA), VacA yada CagA gibi spesifik viriilans faktorler gastrik epitelyal hiicrelerde

hasara ve gastrik mukosal bariyerin bozulmasina neden olmaktadir (19).
Duodenn
Gastrvt / Duodenal Glser
Reflii Oz0fajit G d | —p Refli

- / N\

Malt Lenfoma 1

Gastrik Ulser

Gastrik Kanser

Sekil 2.2. Helicobacter pylori’nin neden oldugu hastaliklar(18)

Helicobacter pylori infeksiyonu ve adenokarsinoma arasindaki neden-sonug
iliskisini gdsteren pek¢ok calisma mevcuttur. Mogol farelerle yapilan bir ¢alismada
Helicobacter pylori infeksiyonunun N-metil-N-nitrozamin (MNU) indiiksiyonlu mide
karsinojenezini artirdigi, sadece MNU verilen ve MNU-+Helicobacter pylori ile
infekte gruplarin karsilagtirllmasi ile gosterilmistir. Uzun siireyle (62 ve 72 hafta
boyunca) Helicobacter pylori+MNU verilen farelerin 2/3’tinde gastrik neoplastik

degisimler gozlenirken, sadece MNU verilen ya da sadece Helicobacter pylori ile



enfekte edilen gruplarda neoplastik bulgulara rastlanmamistir. Yapilan baska bir
calismada ise, Helicobacter pylori ile 24 haftalik inokulasyonun ardindan farelerde
atropik gastrit, intestinal metaplazi ve sonunda da karsinojenez gelisimi seklinde ¢ok
adiml bir siirecin ortaya ¢iktig1 gosterilmistir (27).

Gastritin ana baglatic1 etkeni Helicobacter pylori infeksiyonu olup, erken
donemdeki hizli progresyonun nedeni Helicobacter pylori’nin diregli olmasidir.
Ancak, daha sonra meydana gelen atropi Helicobacter pylori’ den bagimsiz olup daha
cok genetik faktorler ya da mikro ¢evre (duodenogastrik reflii, intraliimenal bakterinin
asir1 cogalmasi, nitroz bilesenlerin intragastrik alanda olusumu) ve makro ¢evre (diet,
tuz, ilaglar, sigara/alkol kullanim1) gibi faktorlere bagli olarak degiskenlik
gostermektedir (Sekil 2.3.) (17).

inflamatuar sitokinler

DNA HASARI
Kramazom i Gastrik
kirklar kanser
Kramozom . o geligimi
instabilitesi
Mutasyon
birikimi

virdlans fakbrleri
cagh vaga, Ureaz,
Helicobacter

plon

Gevresel fakttrler; yilksek tuzly
diet, mutajenler vbh
Genetiksel Faktarler

Sekil 2.3. Helicobacter pylori ve gastrik karsinojenez gelisimi

Oksidatif stres

Hiicrenin enerji liretimi sirasinda ya da normal metabolizma siirecinde ortaya
cikan kisa omiirli reaktif atom veya molekiillere “serbest radikaller” denir. Serbest

radikaller, dis orbitallerinde bir ya da birden fazla eslesmemis elektron bulundururlar



ve biyolojik makromolekiillerle ve mikromolekiillerle kolayca reaksiyona girerler
(28).

Serbest radikallerden en Onemlileri ROS ve RNS tiirleridir. ROS olduk¢a
yiiksek reaktiflikte olan yapilarinda oksijen bulunduran organik ya da inorganik
serbest radikaller veya peroksitlerdir (29). ROS, canli organizmalarca endojen ve
ekzojen faktorlerin bir sonucu olarak tiretilir. Organizmada bulunan belli diizeylerdeki
ROS/RNS organizma lehinedir. Ornegin, makrofajlar ve nétrofiller gibi fagositik
aktivasyonu sonucunda ROS olusumu artar. Bu hiicrelerde bulunan oksidaz enzimleri
araciligr ile cevresel patojenlere karsi hidrojen peroksit, siiperoksit anyonu ve
hipoklor6éz asit gibi radikaller {iretilir ve patojen savunmasinda kullanilir (30).
Mitokondrial solunum siireci, mikrozomal sitokrom P450 (CYP450) metabolizmasi,
eozinofil, makrofaj, ndtrofil hiicrelerinin ve inflamatuvar sitokinlerin aktivasyonu,
aragidonik asitin lipooksijenaz ve siklooksijenazlarla oksidasyonu sirasinda yogun bir
sekilde ROS iiretimi olmaktadir. Ultraviyole (UV) 1sinlari, ionize radyasyon, beslenme
bozukluklari, vitamin ve mineral eksiklikleri gibi c¢esitli etkenlerle ve
ksenobiyotiklerin organizmaya girmesi ve biotransformasyona ugramasi sonucunda
meydana gelen oksidasyon reaksiyonlar1 ile de ROS olugmaktadir (31,32). ROS
oldukga reaktif molekiiller olup; niikleik asitler, proteinler ve karbonhidratlar gibi
makromolekiillerde hasara yol acabilir ve bu molekiillerin islevlerini degistirebilir.

Homeostaz durumunda organizmada oksidan ve antioksidanlar bir denge
halindededir. Oksidan ve antioksidan arasindaki dengenin oksidanlar lehine bozulmasi
“oksidatif stres” olarak adlandirilir. Oksidatif dengenin bozulmasi durumunda
hiicresel indirgenme potansiyeli bozulur ve peroksitler ve serbest radikaller hiicresel
proteinlerde, DNA’da veya lipitlerde hasara yol acabilir (33).

Hiicrelerin ROS {iretimlerinin dengelenmesinde antioksidan enzimler gorev
almaktadir. Bu enzimlerden en 6nemlileri katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx)
ve sliperoksit dismutaz 1, 2 ve 3 (SODI1,SOD2,SOD3)’tiir. Ayrica C vitamini, E
vitamini, karotenoidler gibi kiigiik antioksidan molekiiller de oksidan/antioksidan
dengenin korunmasinda destek gorevi gormektedirler (34).

Oksidatif stres hiicresel indirgenme mekanizmalarinda ortaya ¢ikan

degisimlere bagl olarak degiskenlik gostermektedir. Hiicrede meydana gelen hasarlar



10

diizeltilemediginde hiicre 6liimii meydana gelir. Hasar derecesine bagli olarak hiicre
ya apoptoza ya da nekroza gider (33).
Oksidatif stres nicel olarak tespit edilmesi zor karmasik bir siiregtir. Oksidatif

stresin degerlendirilmesinde kullanilan baglica biyogdstergeler sunlardir;

v’ Antioksidan enzim aktiviteleri [CAT, GPx, SOD, glutatyon rediiktaz (GR),
tiyoredoksin rediiktaz (TrxR)]
Dogrudan hiicre i¢i ROS/RNS 6l¢iimii
Total antioksidan kapasite (TAOC)
Rediikte/okside glutatyon (GSH/GSSG) orani

RN NERN

Lipit oksidasyon firiinleri (malondialdehit, tiyobarbitiirik asit reaktif

bilesikleri, konjugedienler vb.)

<\

Protein oksidasyon iirlinleri (nitrozaminler, karbonil gruplari)
DNA oksidasyonu [8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG)]
v" Diistik molekiil agirlikli antioksidanlar (GSH, flavonoidler, karotenoidler, C

ve E vitaminleri) (35)

\

Antioksidan Enzim Aktiviteleri

Siiper oksitdismutaz, siiperoksit serbest radikalinin molekiiler oksijen (O2) ve
hidrojen peroksite doniisiimiinii katalizler. Insanda sitozolik siiperoksit dismutaz
(SOD1, CuZn-SOD), mitokondrial siiperoksit dismutaz (SOD2, Mn-SOD) ve
ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (SOD3, EC-SOD) olmak iizere ii¢ izoformu
bulunmaktadir (36).

Katalaz, H202’nin Oz ve H2O’ya yikimini katalizler. Antioksidan savunma
sisteminin 6nemli bir bilesenidir. Hiicre icinde %20 sitozolde ve %80 peroksizomlarda
bulunmaktadir. CAT ayrica metanol, etanol, formaldehit ve formik asit gibi hidrojen
vericileriyle reaksiyona girerek peroksidaz aktivitesi de gosterir (37).

Glutatyon peroksidazlar, hemoglobin oksidasyonunda ve eritrositlerin
hemolizinin 6nlenmesinde gorev alan bir antioksidan enzimlerdir. Aktif bolgesinde
selenyum igerip icermemesine gore selenyum bagimli ve selenyum bagimsiz olarak
iki gruba ayrilirlar. Selenyum bagimli GPx’ler hiicrelerin antioksidan savunmasinda
kilit role sahiptirler. GSH, hidrojen peroksit ile reaksiyona girerek GSSG ve su

olusturur ve bdylelikle eritrositlerden hidrojen peroksitin uzaklagmasini saglar. Bu
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reaksiyon sonucunda hidrojen peroksitin hidroksil radikaline déniismesi ve lipit

peroksidasyonu olusumu da engellenmis olur (38).
Total Antioksidan Kapasite (TAOC)

Organizmada biitiin antioksidanlarin toplam etkisini “total antioksidan kapasite
(TAOC) yansitir. Hiicrelerde antioksidanlar etkilesim i¢indedir. Bu antioksidanlarin
aralarinda sinerjistik bir etki vardir; antioksidan molekiillerin bir arada etki etmesi
sonucu her birinin tek basimna olusturdugundan daha fazla antioksidan etki
olusmaktadir. Bu nedenle viicuttaki oksidan-antioksidan dengesinin belirlenmesinde

TAOC 6l¢iimii 6nemli bir parametredir (39).
Glutatyon

“y—Glutamil Sisteinil Glisin’’ yapisinda atipik bir tripeptit olan glutatyon
antioksidan olarak 6nemli fonksiyonlara sahiptir. L-sistein, glisin ve L-glutamik
asitten sentezlenir. Organizmalarda okside ya da rediikte haldedir. Onemli
fonksiyonlara sahip bir antioksidan molekiildiir (40).

Glutatyon baslica su reaksiyonlarda aktif rol oynar;

e Ksenobiotiklerin detoksifikasyon reaksiyonlarinda

e Izomerizasyon reaksiyonlarinda kofaktor olarak

e Sisteinin tasinmasinda ve depolanmasinda

e Proteinlerin siilfidril gruplarinin rediikte formda kalmasinda

e Hiicre ¢ogalmasinda (40)

e (Glutatyonun oksidatif stresteki rolleri ise sdyle 6zetlenebilir;

e Glutatyon S-transferaz (GST) ve GPx enzimlerinin kofaktoriidiir.

e Hidroksil radikali ve singlet oksijenini dogrudan detoksifiye eder.

e Hiicre membranindan aminoasit taginimda gérev alir.

e Non-enzimatik antioksidanlar olan C vitamini ve E vitaminini yeniden aktif

formalarina doniistiirebilir.

Apoptoza kars1 koruyucu 6zelliklere sahiptir (41,42) .
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Lipit Peroksidasyonu

Oksidanlarin karbon-karbon bagi iceren membran lipitlerinden elektronlarin
koparilmasi olarak tanimlanmaktadir. Oksidatif hasar sonucunda meydana gelen
membran biitiinliiglindeki bozulma membran yapisinda hasara ve dolayisiyla
membran fonksiyonlarinda degisiklilere yol agmaktadir. Lipit peroksidasyonu
membran akigskanliginin degismesi, H® ve diger iyonlara gegirgenligin artmasi,
membran potansiyelinin azalmasi, membran yirtilmalariyla lizozomal hidrolitik
enzimlerin ve hiicre iceriginin hiicre disina ge¢cmesi gibi pek ¢ok olumsuz etkilere
neden olabilmektedir (28).

Malondialdehit (MDA), 4-hidroksialkaneller (4-hidroksi-2-nonenal), akrolein
ve lipit peroksitler (LOOH) lipit peroksidasyonu sonucunda olusan ikincil iirtinlerdir.
Bu ikincil iirlinlerin hiicre mebranindan sizma ve hiicre 6liimii gibi toksik etkilere sahip
olduklart1  bilinmektedir (28,43). MDA, hiicre membranlarinda bulunan
hidroperoksitlere etki ederek iyon ge¢irgenliginin bozulmasina neden olmaktadir.
Bunun sonucunda hiicre zarinin gegirgenligi bozulmakta ve hiicre zar1 H iyonlarina
kars1 daha gecirgen hale gelmektedir. Hiicre zarinin gegirgenliginin bozulmas: ise,
zarin biitiinliiglintin bozulmasina, hiicre lizisine ve sonug olarak da hiicre hasarina ve
hiicre 6liimiine neden olabilmektedir. Ayrica, MDA’nin DNA ve diger onemli
makromolekiillerde de hasara yol actig1 bilinmektedir. Tiim bu etkilerinden dolay1

MDA lipit peroksidasyonunun en iyi biyogostergelerinden kabul edilmektedir (44,45).
Protein Oksidasyonu

Hiicre icinde ROS {iretimine yol agabilen tiim ajanlar ve reaksiyonlar protein
oksidasyonuna da neden olabilirler. Protein oksidasyonu, peptit zincirinde
fragmantasyon, hiicrede elektriksel yiiklerde degisim, amino asitlerde bolgesel
modifikasyonlar, enzim aktivitesinde degisiklikler, membran hasarlar1 gibi farkli
mekanizmalarla meydana gelebilir (46). ROS hiicredeki proteinler {izerinde oksidatif
degisikliklere yol acarak hiicresel hasara neden olmaktadir. ROS’un neden oldugu bu
degisikliklerden en o©nemlisi karbonil gruplarinin olusumudur ve bu gruplarin
miktarinin belirlenmesi protein oksidasyon diizeyleri hakkina bilgi verebilmektedir

(47).
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Oksidatif DNA Hasari

Serbest radikallerin DNA iizerinde olusturdugu hasarlara “oksidatif DNA
hasar1” ad1 verilmektedir. DNA da meydana gelen oksidatif hasarlar DNA’y1 olusturan
baz, seker ya da nikleotitleri etkileyebilmektedir. DNA hasarlari, DNA onarim
mekanizmalar1 ile diizeltilmektedir. Ancak, bazi durumlarda bu hasarlar tamir
edilemekte ve Kkarsinogenez, mutagenez ve yaslanma gibi olaylar meydana
gelebilmektedir (28,48).

Hidroksi radikalinin (OH), DNA’daki guanin molekiiliinii oksidasyonuna yol
acmasi en Onemli oksidatif DNA hasarlarindandir. Son derece reaktif bir bilesen olan
bu radikalinin guanini okside etmesiyle 8-OHdG en sik olusan DNA baz
lezyonlarindan biri olup DNA hasarlarinin en iyi biyogdstergelerinden biridir (48).

DNA DSB’lerinin belirlenmesinde fosforile y-H2AX ¢ok sik kullanilan
hasssas biyogostergedir. H2AX serin (Serl) tizerinden fosforile edilebilen, lizin (Lys5
tizerinden) asetillenebilen ve Lys119'dan katlanabilen bir proteindir. Ancak diger
H2A'proteinlerinden farkli olarak DNA hasarinda Ser139 iizerinden fosforilenerek
YH2AX proteinini olusturur. Yapilan arastirmalar DSB’lerin olusumunu takiben ¢ok
yiiksek miktarlarda y-H2AX sentezlendigini gostermistir. DNA onarildiktan sonra vy-
H2AX fosforile edilir. Fosforile H2AX (y-H2AX), hiicre ¢ekirdegindeki DSB’ler igin
onemli bir gosterge iken, fosforile pan-H2AX (pan y-H2AX) hiicre ¢ekirdegindeki
DSB olusumu hakkinda bir bilgi vermektedir (49,50).

Apoptoz

Apoptoz mekanizmasi en iyi bilinen programli hiicre 6liimiidiir. Apoptozi
saglikl1 ¢ok hiicreli organizmada meydana gelen ve canlilifin devamu i¢in gerekli olan
fizyolojik bir olaydir. Normal gelisme ve yaglanma sirasinda meydana gelebildigi gibi,
immiin reaksiyonlarda ya da hiicrelerin hastalik yapict mikroorganizmalara veya
zararli ajanlara maruziyetinde de meydana gelebilir (42,51).

Hiicre 6liimiine neden olan temel faktdrlerden birinin serbest radikaller oldugu
bilinmektedir. Apoptoz temel olarak ekstrinsik yolak veya intrinsik yolak olmak tizere

iki yolla baglatilmaktadir. Ekstrinsik yolak hiicre digindan tetiklenir. varlig1 ya da
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bliylime faktorii yoklugu ile baglarken, intrinsik yolak hiicre i¢cinde DNA hasari,
endoplazmik retikulum (ER) stresi ya da mitokondrial stres ile tetiklenir (51).

Ekstrinsik yolakla ya da intrinsik yolakla baslayan apoptotik siirecte
“kaspazlar” adi1 verilen proteolitik enzimler gorev alir. Kaspazlar apoptoz esnasinda
onemli rol oynayan sistein-proteaz grubu enzimlerdir (51).

Kaspazlar hiicrede inaktif sekilde bulunurlar; ancak proteolitik olarak
birbirlerini aktiflestirirler. Bu enzimler baslatici kaspazlar (kaspaz 2, 8, 9, 10), efektor
kaspazlar (kaspaz 3, 6, 7) ve inflamatuvar kaspazlar (Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14)
olmak iizere 3 gruba ayrilirlar (52).

Apoptozun belirlenmesinde morfolojik goriintilleme yontemleri (1s1k, faz,
elektron mikroskopu yoOntemleri), immiinohistokimyasal metodlar [terminal
deoksintikleotidil transferaz dUTP nick ucu etiketleme (TUNEL), kaspaz 3, anneksin],
immiinolojik yontemler [enzim-bagli immiinosorban yontemi (ELISA), florometrik

yontemler] kullanilmaktadir (53-55).
Otofaji

Otofaji, hiicre i¢i makromolekiillerin ve organellerin bir kesecik i¢ine alinarak
lizozomlara yonlendirilmesi ve lizozomla birleserek lizozomal enzimlerle
parcalanmasidir. Metabolizmanin diizenlenmesi, hiicre farklilasmasi, morfogenez,
yaslanma, hiicre 6liimii ve bagisiklik sistemin bir parcasi olarak hiicre i¢i patojenlerin
yikiminda da etkili bir rol oynamaktadir (56) .

Otofaji, evrimsel olarak korunmus bir katabolik siiregtir ve hasarli organeller
veya uzun Omiirlii proteinler gibi kargonun pargalanmasi yoluyla homeostazi siirdiiriir.
Organel hasarinda uzun Omiirlii proteinler ve protein agregatlarini uzaklastirmak,
besin ve bilytime faktorii eksikligi gibi hiicresel strese yol agan durumlarda aktive olur.
Otofaji, oksidatif stres, infeksiyonlar, aglik ve bazi sitotoksik ilaglar gibi cesitli
kosullara yanit olarak uyarilabilir (57) Otofaji, hiicresel strese yanit ve hiicrenin
savunma mekanizmasi olarak diisiiniilebilir.(58)

Otofajide, otofagozom veya otofajik vakuol olarak bilinen ¢ift veya daha fazla
membran yapilari olusur. Otofaji en az bes adimda gergeklesmektedir:

1) Indiiksiyon

2) Genigleme
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3) Tamamlama

4) Yapisma ve flizyon

5) Degredasyon. (56)

Otofajide gorev olan pek ¢ok protein ailesi vardir. Dis mitokondriyal
membranda bulunan B-hiicre lenfomas: proteinleri (Bcl-2 ailesi iiyeleri) otofajiye etki
eder. BECN1 geni, otofajiyi diizenleyen Beclin1 proteinini kodlar. Bcl-2, Beclin-1 gibi
anahtar otofajik proteinlerle dogrudan iliskiye girerek otofajinin diizenlenmesinde rol
oynar. Beclin-1'in azalmis diizeylerinin, otofajiyi inhibe ettigi, ROS iiretilmesine ve
genotoksik strese neden oldugu diisiiniilmektedir (59,60).

Mikrotiibiil-assosiye protein 1A/1B hafif zincir 3BLC3 proteini (LC3),
MAPILC3B geni tarafindan kodlanir. LC3, ubikuitin ile yapisal homolojiyi paylasir
ve bu nedenle ubikuitin benzeri bir protein olarak adlandirilir. Bax proteini, ROS’un
birikmesine, lipit peroksidasyonuna ve plazma membran degisiklerine neden olarak
hiicreyi 6liime gotiirmektedir. Otofaji sirasinda otofagozomlar, organeller de dahil
olmak iizere sitozolik komponentleri yutarlar. Ardindan LC3’iin fosfatidiletanolamin
ile konjugasyonu ile lizozomal birlesmeyi saglayan LC3-2 formu olusur.
Otofagozomlarin lizozomlarla birlesmesi ile degredasyon islemi gergeklesir. Bundan
dolayr LC3-2, otofajik aktivasyonun gostergesi olarak sik kullanilan bir
biyogostergedir (59-61).

Otofajide grevli bir diger protein p62 olup otofajik hiicre 6liimiindeki sinyal
yolaklarinda reseptor gorevi gormektedir. Bundan dolay1 otofajik hiicre dliimiiniin

belirlenmesinde etkili bir biyogosterge olarak kullanilmaktadir (60,62,63).
2.2. Helicobacter pylori infeksiyonunun Patogenezisi

Helicobacter pylori infeksiyonu ve patogenezisi farkli mekanizmalar
sayesinde midedeki asidik ortama adapte olacak sekilde diizenlemis olup; gastrik
mukoza bariyerinin zayiflatilmasi, mide duvarina cesitli molekiiller araciligi ile
adhezyon, oksidatif stresden korunma, gastrit ve inflamasyonun indiiksiyonu, iilser
olusumu ve gastrik kanserin indiiksiyonun seklinde bir seyir izleyebilmektedir (17).

Helicobacter pylori nin en dis tabakas1 diger gram negatif bakterilerde oldugu
gibi cesitli LPS’ler ve siiperfasial antijenler iceren lipopolisakkarit tabaka ile

cevrelenmistir. Helicobacter pylori zincirlerinde degiskenlik gosterebilen bu tabaka,
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cesitli endotoksinlere sahip olabilmektedir. Bu da bakterinin patogenezisinde rol
oynayabilmektedir (15). LPS, insan kan gruplarina yapica ve immiinolojik agidan
benzerlik gosteren fukozillenmis oligosakkarit antijenleri igermektedir. Bu bakteriyel
antijenler (Lewis antijenleri) adhezyon ve kolonizasyonun yani sira immiin yanitta da
etkin rol oynamaktadir. Yapilan ¢alismalar sonucunda Lewis antijen ekspresyonunun
bakterinin epitel hiicre i¢ine integrasyonunu artirdigi ve aktif olarak CagA’dan
bagimsiz olarak epitelyal ve immiin hiicrelerde niikleer faktor kappa B (NF-kB) ve
interlokin 8 (IL-8) tiretimini artirdigin1 géstermistir (19,64).

Helicobacter pylori, mikroaerofilik bir bakteri oldugu igin yiksek O2’li
ortamini tolere edememekle beraber O2’1 terminal elekton alicis1 olarak kullanmakta
ve yasamasi i¢in en az %2 oraninda O2’ye gereksinim duymaktadir. Insan
gastrointestinal sisteminde immiin yanit sonucu olusan oksidatif stresse karsi demir-
kofaktorlii stiperoksit dismutaz (SOD-B), peroksit stresine karsi katalaz (CAT-A) ve
alkil hidroksiperoksidaz rediiktaz (Ahp-C) gibi ¢esitli savunma mekanizmalari
gelistirmistir (19) .

Asidik gastrik mukozada kolonize olan Helicobacter pylori, gastrik ortamdaki
pH’y1 salgiladig1 iireaz enzimi ile yiikselterek ve flagellas1 ile mide duvan
mukozasinin i¢ tabakalarina hareket ederek adapte olmaktadir (20). Aminoasitler ve
ire gastrik ortamdaki nitrojenin iki ana kaynagidir. Nitrojen metabolizmasinda ve asite
direngte anahtar rol oynayan amonyag1 Helicobacter pylorinin cesitli sekillerde
Ozellikle de {iireaz enzimi i¢in ana kaynak olarak kullandig1 bilinmektedir.
Helicobacter pylori’nin total protein igerinin %10’una karsilik gelecek kadar biiyiik
miktarda {ireaz iirettigi ve bunun icin de gerekli olan amonyagi cesitli kaynaklardan
kullandig1 gosterilmistir (19).

Helicobacter pylori, oksidatif strese karsi koyabilmek igin antioksidan
enzimlerin yapisinda bulunan nikel, demir, bakir ve kobalt gibi kofaktorlere
gereksinim duymaktadir. Ayrica metabolizmasinda gorevli enzimler i¢in de bu
kafaktorlere ihtiya¢ duyar. Bu kofaktorlerden nikel essansiyel kolonizasyon faktorii
olan iireaz ve hidrojenaz enzimi i¢in gerekli olup, konagin sindirim {iriinlerinden elde
edilmektedir. Gastrik kolonizasyonda rol oynayan bir diger metal demirdir. Cesitli
demir transport sistemlerine sahip olan Helicobacter pylori demiri gastrik mukozada

hasarli dokulardan ya da pepsin ile sindirilmis besinler yoluyla elde ederek dis ve i¢
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membranlarinda bulunan transport sistemleri ile hiicre i¢ine alir. Sitoplazmasinda
bulunan Pfr ferritin ve Helicobacter pylori-NAP bakterioferritin proteinleri araciligi
ile depolanarak gerektiginde demir toksisitesine ve serbest demir aracili oksidatif

strese karsi bakteriyi korur (19,65).
2.2.1. Midedeki asidik ortama adaptasyon

Notrofilik ve hareketli bir bakteri olan Helicobacter pylori, diisik pH’a
maruziyetin etkilerini minimuma indirmek i¢in, bircok adaptasyon mekanizmasi
gelistirmistir. Mide antrumundan fundusa kolonize olmak i¢in hareket eden
Helicobacter pylori i¢in pH en 6nemli faktordiir. Mide pH’s1 bolgesel olarak ve
midenin doluluk veya bosluk durumuna gore degiskenlik gostermekte olup,
Helicobacter pylori, bu tir pH degisimlerini kemoreseptorleri sayesinde
algilayabilmektedir. pH degisimlerinin kemoreseptorler ile algilanmasi sonrasinda
tireaz aktivitesi ve flagellalar sayesinde uygun ortami saglayan ya da uygun ortama

yonelen Helicobacter pylori yasamini devam ettirebilmektedir (17).
Helicobacter pylori Kemoreseptorleri

Helicobacter pylori gastrik mukoza tabaksmnin derininde gastrik epitelyal
hiicrelerin yaklasik 30 pm icinde dagilmis olup, histolojik olarak gastrik kriptlerin
icinde gozlenmektedirler. Gastrik mukoza i¢inde lokalizyondaki direng
kemoreseptorleri ve flagellalarinin adaptif davranisiyla saglanmaktadir. Schreiber ve
ark. (2004), Helicobacter pylori ile infekte Mogol farelerde yaptiklar1 bir ¢alismada,
bakterilerin belli bir pH gradyanina gore hareket ettikleri ve bu gradyanin olmadigi
durumlarda bakterilerin gastrik mukus boyunca yayildigin1 gostermislerdir. Yapilan
calismada bikarbonat/CO, ya da iire/amonyak gradyandinin bakteri hareketini
degistirmedigi de gosterilmis ve pH taksisinin diger kemotaktik yanitlat i¢inde en
baskin yanit oldugu iddia edilmistir (66).

Helicobacter pylori’nin lokal asidite icersindeki sicaklik degisikliklerinde
taktik sinyal trandiiksiyonu ile flagellar motorla baglant1 kurarak, optimal pH’da
kaldigi ya da uygun pH’ya yoéneldigi diisiiniilmektedir (30). Kemoreseptorleri
sayesinde ortamdaki kimyasal degisimleri algilayarak, buna gore adaptasyon gosteren

Helicobacter pylorinin, TIpA, TlpB, TIpC ve TIpD olmak iizere 4 tip doniistiiriicii
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benzeri protein (transducer like protein, Tlp) yapisinda kemoreseptore sahip oldugu
bildirilmistir (68). TIpB, bu kemoreseptorler iginde en dnemlisi olup transmembran
reseptdor monosit kemoatraktan protein (MCP) siiperailesinin bir iiyesidir ve
ekstraselliiler degisimlere (hipoksi, sirkadyan ritim degisiklikleri, hormonal uyari,
sinaptik plastisite degisimleri, ksenobiyotik stresi gibi) hassas Per-ARNT-Sim (PAS)
domain igeren 2 adet transmembran heliks icerir. Bu domainin aktif kismu iire ile
birlikte ligandlar ve periplazmik proteinler arasindaki dogrudan veya dolayh
etkilesimlerin belirlenmesinden sorumludur (16). Croxen ve ark. (2006)’nin fareler
tizerinde yaptiklari bir caligmada, TIpB kemoreseptoriiniin N-terminal periplazmik ve
hepsidin proteini (HAMP) domainlerini igerdigi fare gastrik kolonizasyonunda etkili
oldugu, pH taksissinde ve dolayisiyla infeksiyonda dnemli rol oynadigi gosterilmistir.
Yapilan bu ¢alismada, TIpA, TIpC ve TIpD kemoreseptorlerinin ise kolonizasyon ve
pH kemotaksisi i¢in gerekli olmadigi iddia edilmistir (67). Helicobacter pylori’nin
kemoreseptorleri tarafindan pH miktarini algiladiktan sonra, g¢evresindeki pH’1 iireaz
salimimi ile degistirmek yoluyla ya da flagellalar1 araciyla daha az asidik olan ortama

hareket etmek yoluyla asidik ortama adapte oldugu bildirilmistir (17).
Ureaz Aktivitesi

Dogal ortami insanda gastrik mukoza olan Helicobacter pylori, asidofilik bir
bakteri olmadigindan dolay1 asit maruziyetine hassastir ve pH’s1 yaklasik 2-7 arasi
olan mukus tabakasinin altinda kolonize olmaktadir. Helicobacter pylori, salgiladig:
ireaz enzimi ile mukus tabakasinin hasar1 sirasinda ya da kisiden kisiye bulas sirasinda
ani olarak kisa siireli diisik pH’ya maruz kaldiginda ya da herhangi bir nedenle
mukozanin asitli ortamlarinda da canliligim siirdiirebilmektedir ve bu nedenle. {ireaz
enzimi Helicobacter pylori patojenezinde merkezi rol oynamaktadir (68-70). Yapilan
calismalarda, Helicobacter pylori suslar1 arasinda {ireazin aktivite ve
lokalizasyonunun degiskenlik gosterebildigi ve bu durumun da suslar arasindaki
viriilansta farkliligina yol agabildigi gosterilmistir (71) .

Michaelis sabiti 4 mM olan Helicobacter pylori iireaz enzimi yaklasik 550 kDa
biiyiikliigiinde nikel igeren bir protein olup, 30 ve 92 kDa’luk UreA ve UreB adi

verilen iki polipeptit zincirinden olusmustur. Helicobacter pylori’nin UreA ve UreB
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genlerini iceren bir operon ile ve UreABIEFGH proteinlerini kodlayan ureAB genini
iceren ikinci bir operona sahip oldugu bildirilmistir (17,19).

Yapilan pekc¢ok c¢alisma sonucunda, Helicobacter pylori iireaz aktivitesinin
bakterinin kolonizasyonunu saglamasi, amonyak ve ¢esitli yan tiriinlerin olusmasina
neden olmasi ve hiicre hasarina yol agmasindan dolayr en Onemli viriilans
faktorlerinden biri oldugu iddia edilmistir. Helicobacter pylori nin {ireaz aktivitesi ile
ilgili yapilan ¢aligsmalarda iireaz enziminin sitoplazmanin yani sira en dis membranda
da bulundugu, kolonize bakterilerin bir boliimiiniin otolizisi sonucu dis ortama
salindig1 ve kalan intakt bakterilerce yiizeye absorbe edildigi gosterilmistir. (72)

Krishnamurthy ve ark. (1998)’'nin Helicobacter pylori yaptiklari ile bir
calismada, taze sub-kiiltiirlerde erken log fazinda iireaz giiclii bir sekilde sitoplazmada
yerlesmisken log fazinin sonlarina dogru enzimin énemli bir kisminin yiizeye ya da
hiicre disina dogru dagildigi, intraseliiler iireazin bakterinin aside kars1 direncinde tek
basina etkili olamadigi, eksternal {ireazin ise bakterinin lizisinde gerekli oldugu
dolayisi ile Helicobacter pylori infeksiyonunun patogenezinde 6nemli rol oynadigi
gosterilmistir (72).

Helicobacter pylori yiizey iireaz1 gastrik ortamda bakterinin yasamasi igin
ortam pH’sin1 kendisi i¢in uygun degerlere yiikseltirken, serbest iireaz inaktifdir ve
pH’1n 4’1in altina diistligli durumlarda geri doniissiiz olarak inaktive olmaktadir. Hiicre
i¢ine tirenin transportu H* kapili iire kanali Urel tarafindan kontrol edilir ve ortam
asiditesi arttiginda iirenin hiicre igine alinimi hizlandirir (19). Urel’in Helicobacter
pylori i¢ membran proteini oldugu, gastrik pH 4’iin altina diistigiinde aktive olarak
tireazin salimmasint ve bdylelikle pH’in uygun sartlara ayarlanmasini sagladig
gdsterilmistir. Salinan iireaz ile {ireyi hidrolize ederek amonyak ve CO, e doniistiiriir;
amonyak da midedeki hidroklorik asit (HCI) ile nétralize olarak ortam pH’sini artirir
ve boylece bakteri icin gerekli optimal kosul saglanmis olur (69,73). Artan amonyak
tretiminin sitotoksik etkili monokloramin gibi amonyak tilirevlerinin olugmasina
neden oldugu; bakteri motilitesini artirdigi ve konakg¢min fagositik savunmasini
baskiladigi; dolayisiyla Helicobacter pylori patogenezinde etkili rol oynadigi
bildirilmistir. Ureazin patolojik potansiyelinin biiyilk cogunlugu amonyaktan
kaynaklanmaktadir. Ureaz aktivitesi sonucu olusan CO2 ve bikarbonat (HCOs) de

Helicobacter pylori patogenezisinde dnemli rol oynamaktadir. Yapilan ¢aligmalarda,
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CO2 ve HCOg3’in peroksinitrit (ONOO")'in kimyasal reaktivitesini modiile ettigi;
ozellikle ONOO™in COz ile hizlica reaksiyona girerek ONOO™in nitrat (NOs)’e
izomerasyonunu hizlandirdigi ve aym zamanda ONOO™nin nitrasyonunu ve
oksidasyon potansiyelini 5nemli derecede artirdig1 gosterilmistir. Ornegin CO2/ HCO3”
guanin ve tirozin gibi aromatik bilesiklerin oksidasyonunu baskilarlarken, ONOO"
indiiksiyonu ile bu bilesiklerin nitrasyonunu artirabilmektedir (74).

Helicobacter pylorinin gastrik hiicrelerde hiicre hasarina yol agarak
karsinojeneze neden olabilecegi bilinmektedir. Cesitli toksinlerin yani sira iireaz
aktivitesi sonucunda olusan amonyak ve asetaldehit gibi yan iiriinlerinde bu
karsinojenez siirecindeki etkisi biiyiiktiir (75). Amonyum hidroksit gibi iireaz
aktivitesi sonucunda olusan iirlinlerin mukoza i¢indeki normal hidrojen ionlar1 ile
etkilesime girerek organizma tarafindan lipazlar, proteazlar ve fosfolipazlar gibi ¢esitli
enzimlerin salimina yol agtig1; bunun da mukozal bariyede ciddi bozulmaya ve
dogrudan gastrik hiicre hasaria yol agtig1 bildirilmistir (76). Yapilan birgok ¢alisma
amonyagin gastrik epitel hiicrelerde islevsel ve morfolojik olarak bir¢ok degisime yol
actigin1 gostermistir. Helicobacter pylori nin gastrik epitel hiicrelerine adhezyonunu
artiran amonyak, epitel hiicrelerde nekroza ve hiicreler arasi siki baglarin
zayiflamasina neden olmakta, lireaz aktivitesi sonucu artan amonyak konsantrasyonu
epitel hiicre i¢ine H' iyonlarmin girisini azaltmakta ve geri pompalanmasini
kolaylastirmaktadir. Helicobacter pylori infeksiyonu ile artan amonyak miktarmin
inflamasyon sirasinda amonyak molekiillerinin ¢esitli kompleman inhibitorleri ile
etkileseme girdigi ve ayrica énemli aminoasitlerin sentezini bozarak sitotoksik etki

gosterdigi bildirilmistir (71) .
Gastrik Mukozal Bariyerin Bozulmasi

Gastrik mukozal bariyer baslica; hiicrelerarast siki baglanma baglantilari,
cesitli onarim mekanizmalari, mukozal HCOs™ salinimi, epitelyal hiicrelerin apikal
uglarinda bulunan hidrofobik yapi, asit-baz dengesi, gastrik kan akis1, prostoglandinler
ve bazal lamina aracilifi ile korunmaktadir. Gastrik mukozal bariyer, bu yap1 ve
mekanizmalar aracilig1 ile gastrik asit, pepsin, safra ve pankreatik sivi, belirli gidalar,
1s1 degisimleri, hiperozmolar ve asindirici maddeler, bakteriyel toksinler ve hasar

yapici gesitli ilaglara kars1 bir koruma kalkani olusturmaktadir. Helicobacter pylor’nin
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mukozal bariyerde hasar olusturma mekanizmasi iizerinde pekc¢ok calisma yapilmis ve
basta iireaz enzimi olmak lizere VacA, CagA ve inflamasyon sonucu salinan
sitokinlerin mukus tabakasinin hasarina yol agtig1 gosterilmistir. Helicobacter pylori,
mukozal bariyerin hasar gérmesi sonucunda kolayca kolonize olabilmekte ve epitel
hiicrelerine kadar yayilabilmektedir. Mukozal bariyeri asan Helicobacter pylori, BabA
ve sialik asit baglayici adhezin (SabA) gibi ¢esitli adhezinleri aracilig ile epitelyal
hiicre membranindaki lipit ve karbonhidratlara adheze olabilmektedir (16,77). Yapilan
in vitro ve in vivo pek c¢ok c¢alisma sonucunda Helicobacter pylori’nin
kolonizasyonuna, adezyonuna ve konak hiicrede hiicre hasarina yol acan bir¢cok

viriilans faktoriine sahip oldugunu gosterilmistir (17,19,78) (Sekil 2.4).

Gastrik limen

UredNH3+C02 inflamatuvar cevabin indiksiyonu
Olugan amonyak Helicobacter pylori
icin uygun ndtral mikrogevreyi saglar

A\ \.{ o Urear

Epitel hiicrelere yapisma

Vakuollerin olusumu Epitel hicreler
Sinyallesme yolaklariin degigmesi Apoptozun indiksiyon
Hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi Epitel baglant: blgelerinde bozulmalar
Siki baglanti bolgelerinin degisimi T hilcre cevabinin blokaj

Sekil 2.4. Helicobacter pylori’nin viriilans faktorleri (78)
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2.2.2. Helicobacter pylori’nin Viriilans Faktorleri
Vakiiole Edici Sitotoksin A (VacA)

Intraselliiler ve ekstraselliiler ortamda yasayabilen Helicobacter pylori, hiicre
i¢cine protein kinaz C ve fosfatidilinozitol gerektiren fermuar benzeri bir mekanizma
ile girmektedir ve bu hiicrelerde vakuollesmeye neden olarak uzun siire
yasayabilmektedir (79). VacA, Helicobacter pylorinin en Onemli viriilans
faktorlerinden biri olup, gastrik epitel hiicrelerinde vakuollesmeye yol agcmaktadir
(17,80). VacA epitel hiicre yapisinda bircok etkiye sahiptir;

-infeksiyonun baglatilmasi

-membran permabilitesinin bozulmasi ile gastrik epitelyal bariyerin bozulmasi

ve klorit iyonlarinin sizmasi-

-immun cevabin modiilasyonu (T-hiicre cevabi)

-endozomal kompartmanin tahribi ile antijen sunumunun bozulmasi

-mitokondrial yapinin bozulmasi ile transmembranal gecirgenlikte azalma

-sitokrom c, kaspaz-8 ve kaspaz-9 aktivasyonunda artig dolasiyla apoptoz

indiiksiyonu

- ER stresi

-bakterinin otofajiyal islevlerinin degistirilmesi

-epitel hiicrelerde olusturdugu porlar araciligiyla intraseliiler gegirgenlikte

artig; dolayistyla besin maddeleri ve iyonlarin salinima ve ayni zamanda iire
ve anyon saliniminda artisa neden olma (19,80-82).

Hiicre tipi, hiicre yogunlugu, toksin konsantrasyonu VacA’nin toksisitesinde
rol oynamaktadir (83). VacA’nin sitotoksik etkileri sadece gastrik epitelyal hiicreler
icin tanimlanmasina ragmen salgilanan VacA’nin daha derin dokulara da penetre
olabildigi; graniilositler, monositler, B ve T lenfositlere de etki ederek antijen
sunumuda ve T-hiicre proliferasyonunda inhibisyona neden olabilecegi
diistiniilmektedir (19).

VacA protein iceren bir sitotoksindir ve 860 aminoait rezidiisiinden meydana
gelen, 140 kDa agirliginda uzun bir polipeptid zincirinden olusmustur (Sekil. 2.5.) (22,
80,84).
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Sekil 2.5. VacA’nin molekiiler yapisi (84)

VacA geni CagA’nin aksine tiim Helicobacter pylori zincirlerinde
bulunmaktadir ve toksisite aktivitesi VacA genindeki sinyal bolgesi (s), orta bolge (m)
veya araorta (1) bolgedeki allellerin farkliligindan dolay:r zincirler arasinda farklilik
gosterebilmektedir (85). VacA’nin her iki ucu sekresyon sirasinda olgun bir protein
olan 88-kDa’luk pre-protoksine doniisiir, sonrasinda oto-tastyict (Va) mekanizmasiyla
oligomerik yapida 33-kDa’luk N-terminal p33 ucuna ve 55-kDa’luk C-terminal p55
ucuna ayrilir (80,86). Proteolitik ayrilmaya ragmen, p33 segmenti en igte, p55
segmenti onun etrafina non-kovalan baglanarak giil benzeri bir yap1 olusturur (19,87).
Olusan bu kompleks, konak¢i hiicre membrana yerleserek HCOs  ve organik
anyonlarin salinimi saglayan anyon selektif bir kanal olusturur. p55 segmenti kanalin
olusumu i¢in esansiyel olmamasina ragmen, her iki segmentte konakc¢iya baglanmak
icin sarttir. Bu kanalin bakterinin biiylimesi i¢in gerekli potansiyel metabolik
substratlarin akisin1 saglayarak, Helicobacter pylori kolonizasyonuna yardimci
olabilecegi diisiiniilmektedir. p33 ve p55 kompleksi endositozla endozomlarin igine
girerek ge¢ endozomlarin iginde anyonlarin yayilmasina; dolayisiyla zayif bazlarin
birikerek suyu c¢ekmesine ve boylelikle vakuol olusumuna neden olduklar

bilinmektedir (82,87). p33 ve p55 pargalarinin her ikisi de toksin aktivitesi i¢in gerekli
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olup daha biiyiik olan p33 N-terminal (amino) ucu lipit membranlarda endojen klorit-
selektif kanallarin etkisini taklit eden anyon-selektif kanallar1 olustururken, daha
blyiik olan p55 C-terminal (karboksi) ucu epitelyal hiicrelere baglanmaktan
sorumludur (86). Amino ucundaki S bolgesinin S1 ve S2 olmak tizere 2 alt tipi vardir
ve sinyal peptidinin bir bilesenini ve olgun proteinin N terminal ucunu kodlar. S1 tipte
VacA’ya sahip Helicobacter pylori zincirleri aktif toksini sekrete eder ve yiiksek
oranda iilser ve gastrik kanser gelisimi ile iliskilidirler (88-89). Orta (m) bolge 55-
kDa’luk C-terminal alt {initesini kodlar ve m1ve m2 alt tiplerine ayrilmistir. 1 bolgesi
ise vakuolizasyonda aktif rol oynamaktadir ve il ve i2 olarak 2 alt gruba ayrilmstir.
VacA s1/m1l kimerik zincirlerinin, s1/m2 zincirlerine gore daha giiclii vakuollesmeye
neden oldugu, s2/m?2 zincirlerinin ise herhangi bir vakuol yapici etkiye sahip olmadigi
diistiniilmektedir. Bu durum Helicobacter pylori zincirlerinin toksik etkileri arasindaki
farklilig1 agiklamaktadir (19,80-82). Vac A s ve m tiplerinin kombinasyonuna gore
cesitli alt tiplere ayrilan VacA’nin s2/m1nin tipi nadir goriildiigii; s1/m1 tipinin s1/m2
tipinden daha toksik etkiye sahip oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (19,80,81).
Yine VacA sl/mlve sl/m2 tiplerinin yaygm oldugu bolgelerde gastrik
adenokarsinoma hastalarinin sl1/m1 tipi ile daha yiliksek oranda infekte olduklar
bildirilmistir (90).

Bu toksinin epitelyal hiicre internalizayonu plazma membranindaki lipit
tastyicilar araciligi ve endositozla gerceklesmektedir ve hiicre igine giren VacA hiicre
icinde farkli yerlerde birikebilmektedir (87). Vakuolizasyon, vakuolar adenozin
trifosfataz (ATPaz), guanozin trifosfataz (GTPaz), Ras-iliskili protein 7 (Rab7) ve
dynamin gibi bir¢ok faktoriin dahil oldugu kompleks bir mekanizmadir (79). Bir
glikosfingolipit baglayici protein olan dolayisiyla da sfingomiyelin reseptorii kullanan
VacA’nin hiicre internalizasyonu tamamen plazma membranindaki lipit tasiyicilara
baglidir ve bu lipit tasiyicilar sfingomyelin ve kolesterol gibi doymus yaglardan zengin
olup ekstraselliiler yiizeylerinde glikozilfosfotidilinositol (GPI) bagl proteinler
icermektedir. VacA epitelyal hiicrelere sekresyon yoluyla ya da temas-bagimli transfer
yolu ile; reseptor protein tirozin fosfataz (RPTP), epidermal biiylime faktorii reseptorii
(EGFR), glikozilfosfotidilinositol protein-lipit reseptorii (GPI-R) gibi reseptorler ve
lipit tasiyicilar aracilign ile epitelyal hiicrelere aktarilmaktadir (85).Yapilan in vitro

calismalarda, reseptdr tip protein tirozin fosfataz’in (RPTP) mukoza hiicrelerinde
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erozyona yol agmaktan sorumlu oldugu gosterilmistir (80).VacA’nin hiicre icine
alinmasu ile ilgili pek ¢ok calisma yapilmis ve VacA’nin lipit tastyicilarda yerlesik
bulunan RPTP o ve P'ya baglanarak lipit tasiyicilart aktive ettigi ve bdylelikle de
toksin oligomerizasyonunu ve kanal olusumunu sagladigi; diisiik dansisiteli reseptor-
baglantili protein-1’in (LRP1) ise VacA ile etkilesime girerek otofaji ve apoptozda rol
oynadig1r gosterilmistir (86,91). VacA’nin hiicre i¢ine girmesini takiben Rab7 ile
isaretli vakuoller yliksek miktarlara ulasarak sabun kopiligli benzeri bir kalibi
olusturmak iizere sitozole yerlesirler. VacA oncelikle endozom igine klorit iyonlarinin
akisini saglarak vakuoler tip ATP-az (V-tipi ATPaz, V-ATPaz) enzimini aktive eder.
Artan asidifikasyonla amonyum iyonlar1 ve diger zayif bazlar artarak endozom i¢inde
birikirler ve sonusta ozmotik sismeye neden olurlar (87). Diger bir deyisle, VacA’nin
biyolojik membranlarda anyon selektif kanal olusturmasi sonucunda anyonik
gecirgenlik artar ve V-ATPaz proton pompasi aktive olur. Aktive olan V-ATPaz
pompas1 ozmotik olarak aktif protonlanmis zayif bazlarin hiicre i¢inde birikmesine,
endositik kompartmanlarda ozmotik sismeye ve sonuc¢ olarak da hiicrelerde
vakuollizasyona neden olur (86).VacA’nin vakuol olusumu mekanizmasi iizerine
yapilan ¢aligmalarda V-ATPaz proton pompasi aktivasyonunun ayni zamanda hiicre
ici Ca?*, cAMP ve pepsinojen sekresyonunu artirdigmi bunun da gastrik kanser
gelisimine predispozan olabilecegi gosterilmistir (92).VacA gastrik epitelyal
hiicrelerde olusturdugu anyon-selektif kanallar araciligr ile kolonizayonun yanisira
bakteri i¢in gerekli pirlivat ve HCO3™ gibi metabolik substratlar1 da saglamaktadir ve
boylelikle toksin lireten zincirler i¢in gastrik mukozal tabakanin besinden eksik ¢evresi
i¢cin avantaj olmasinin yanisira, HCO3" gibi lireaz enzimi i¢in gerekli olan substratlarin
artmasima da olanak saglamaktadir. VacA’nin anyon permabilitesini artirdigina ve
membran depolarizasyonuna neden olduguna dair pekgok ¢alisma yapilmistir. Szabo
ve ark. (1999)’nin HeLa hiicreleriyle yaptiklari in vitro bir ¢alismada, hiicreler 37°C
de 30 dakika siiresince 0,5 ug/ml asitle aktive edilmis VacA’ya maruz birakilmistir.
Elektrofizyolojik ve farmakolojik incelemelede VacA’ nin HeLa plazma membraninda
anyon gegirgenligini artirdigini ve membran depolarizasyonu meydana getirdigi tespit
edilmistir (93).

Son on yilda yapilan g¢alismalar otofajinin; metabolizmanin diizenlenmesi,

morfojenez, hiicre farklilagsmasi, yaslanma, hiicre 6ltimii ve bagisiklik sistemin normal
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ve diizenli islemesini sagladigini1 géstermistir. Ayrica, otofajinin, hiicre i¢i patojenlerin
yikiminda da etkili bir rol oynadigini da belirlenmistir (95-96). Arastirmalar, otofajide
goriilen bozukluklarin, kanser, infeksiyon hastaliklar1 ve norodejeneratif hastaliklar
gibi 6nemli saglik sorunlarinin da nedenleri arasinda yer aldigini belirtmektedirler
(97). Yapilan calismalar Helicobacter pylori infeksiyonunun midede otofajiyi
indiikledigini gostermistir. Bu indiiksiyonun da Helicobacter pylori’nin neden oldugu
gastrik kanserleri tetikleyebildigine dair bilgiler vardir (98,99).

Otofajinin 6zellikle infeksiyona karsi primer savunma mekanizmasinda kritik
rol oynadigi, intraselliiler patojen invazyonuna cevapta ve bakteriyel toksin varliginda
stimiile oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan ¢alismalar otofajinin Helicobacter pylori ile
infeksiyonun kontroliinde ve VacA’nin toksik etkilerine kars1 savunmada etkin role
sahip oldugunu gostermistir. Ancak, uzamis infeksiyonlarda VacA otofajinin
bozulmasmma ve bu yolla antibakteriyel fonksiyonlarin inhibisyonuna yol
acabilmektedir (99). Raju ve ark. (2012)’nin yaptiklari bir ¢aligmada VacA’nin otofaji
tizerindeki etkisi arastirilmis; uzun siireli VacA pozitif Helicobacter pylori
infeksiyonunun atipik glandular hiicrelerde (AGC) otofajik aktivitenin bozulmasina ve
dolayisiyla hiicrelerde ROS ve otofajide gorev alan bir protein olan p62 birikimine
neden oldugu tespit edilmistir. Otofajinin AGC hiicrelerinin VacA toksinine ilk
cevapta indiiklendigi ve sitoprotektif rol oynadigi, uzamis infeksiyonda ise VacA’nin
otofajinin bozulmasma yol actigi, uzun Omiirlii proteinlerin degradasyonlarinin
azaldig1, p62’nin akiimiile oldugu ve ROS seviyelerinin arttig1 gosterilmistir. Yapilan
bu c¢alisma sonucunda, otofajinin hem tiimér supresyonunu ve hem de tiimor
olusumunu hizlandirici etkisi oldugu ve VacA’nin indiikledigi otofajinin Helicobacter
pylori patogenezisinde onemli rol oynadigi ileri siiriilmistiir. Yapilan in vitro
caligmalarda, slm1 VacA iireten Helicobacter pylori ile ve nonfonksiyonal s2m2
VacA ireten Helicobacter pylori ile infekte bireylerden alinan gastrik epitelyum
foveolar hiicre biopsisi ornekleri karsilagtirilmistir.VacA slmlgenotipindeki infekte
orneklerde p62 akiimiilasyonunun daha yiliksek oranda oldugu, otofajik
disfonksiyonun ve ROS seviyelerinin de yine daha yiiksek oranda oldugu tespit
edilmistir. Ayrica p62 ekspresyon seviyelerin gastrik inflamasyon derecesinden
bagimsiz oldugu ve bakteriyel faktorlerle daha ¢ok baglantili olabilecegi iddia
edilmistir (100,101). Otofajik defekti olan hiicrelerde ROS seviyesinin yiikseldigi, p62
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akiimiilasyonunun meydana geldigi ve ER saperonunun ve mitokondrial hasarin
olustugu rapor edilmistir. inflamasyonun kisitlanmasinda, doku hasarinda ve genom
instabilitesinde onemli fonksiyonlar1 olan otofajik fagozomlar VacA ile uzun siiren
maruzuyette dejenere olarak hiicre i¢inde birikmektedirler. Yapilan galismalarda,
ROS’un otofaji indiiksiyonu igin gerekli oldugu ve N-asetil sisteinin otofajiyi
onlemede etkin role sahip oldugu belirlenmistir. Ancak, VacA’nin neden oldugu
ROS’un NADPH oksidaz (NOX) ya da siiperoksit dismutaz (SOD) gibi enzmleri
aracilifiyla gerceklesen farkli mekanizmalarla 6nlemedigi gosterilmis ve ROS’un
VacA aracili otofajide mekaniksel bir role sahip oldugu iddia edilmistir (102) .

Son yillarda Helicobacter pylori viriilans faktorlerinin gastrik epitelyal
hiicrelerindeki apoptotik etkileri tiizerindeki calismalar artis gostermektedir.
Helicobacter pylori nin indiikledigi apoptoz mekanizmasini aragtirmak amaciyla pek
cok calisma yapilmis ve VacA intoksikasyonunun yani sira iireaz, CagA ve LPS’lerin
de apoptoza neden oldugu gosterilmistir. Kat-3 ve N87 gastrik hiicreleriyle yapilan
caligmada tireazin smif 2 major histokompatibilite kompleks (MHC) molekiillerine
baglanarak apoptoza neden oldugu gosterilmistir. Yine Helicobacter pylori’nin
apoptoz ile iliskisini aarastiran bir ¢alismada, Helicobacter pylori’nin hiicre-yiizey
reseptorii Fas-Fas ligandin ekpresyonunu artirarak ya da NF-kB transkripsiyonunu
artirarak apoptozu indiikledigi in vitro olarak gosterilmistir. Ayrica, Helicobacter
pylori'nin VacA’dan bagimsiz olarak da Fas/farklilasma kiimesi 95 (cluster of
differentiation 95, CD95) yolunu aktive ederek hiicre dliimiinii indiikledigine dair
caligmalar da mevcuttur (83, 89,103) .

Apoptoz programlanmis hiicre oliimii tiplerinden biridir. Genetik olarak
kontrol edilen ¢evresel etkenlere ya da gelisimsel siirece bagli olarak hiicrenin kendini
Oldiirmesi olarak tanimlanmaktadir (104). Bir¢ok c¢alismada VacA pozitif
Helicobacter pylori ile infekte edilen gastrik epitelyal hiicrelerde apoptozun
indiiklendigi gosterilmistir. Cho ve ark.(2003)’nin yaptiklari in vitro ¢calismada, AGC
(yabanul tip, p53 eksprese eden) ve kato3 (p53 mutant) hiicre hatlar1 kullanilmis ve bu
hiicreler 24 saat boyunca VacA toksinine maruz birakildiktan sonra apoptoza olan
etkisi MTT ve floresans mikroskopisi ile belirlenmistir. Ayrica, VacA’nin hiicre
siklusuna olan etkisi akis sitometrisi ile, kaspaz-3 diizeyleri spektrofotometrik

yontemle ve DNA fragmantasyonu da Western blot yontemi ile belirlenmistir. Yapilan
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bu ¢alisma sonucunda rekombinat VacA’ nin hem AGC hem de kato3 hiicre serisinde
p53’ten bagimsiz olarak apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Ayrica, VacA’nin G1-
fazinda hiicre siklusu blokaj1 yoluyla gastrik hastaliklara aracilik ettigi, p53, p21 ve
Bax proteinleriniin up-regiilasyonu ile AGC hiicrelerinde ve kaspaz-3 aktivasyonu
yoluyla da her iki hiicre serisinde apoptoza neden olabilecegi belirtilmistir (83).

VacA’nin vakuollestirici ve apoptotik etkisinin amonyum gibi zayif bazlarin
varliginda daha potansiyelize oldugu diisiiniilmektedir. Cover ve ark.(2005)’nin Vac
A’nin apoptotik etkisiyle ilgili yaptiklari in vitro ¢alismada amonyum klorit igeren
veya amonyum klorit i¢cermeyen besiyerlerinde VacA pozitif ve VacA negatif
Helicobacter pylori suslari ile 24 ve 48 saat inkiibe edilen gastrik adenokarsinoma
hiicrelerinde meydana gelen degisikler, DNA fragmantasyonu analizleri ile
incelenmistir. VacA pozitif Helicobacter pylori grubunun amonyum klorit i¢eren
besiyerinde normal besiyerine gore ¢ok daha belirgin DNA fragmantasyonuna yol
act1ig1, VacA negatif Helicobacter pylori grubunda ise amonyum klorit i¢eren ve
normal besiyeri arasinda belirgin bir fark olmadig1 gosterilmistir. Yine ayn1 gruplar
apoptotik etki agisindan incelendiginde, VacA pozitif grupta her iki besiyeri grubunda
da niikleozomal fragmantasyonlarda belirgin artis tespit edilirken, VacA negatif grupta
her iki besiyeri grubunda da anlamli bir niikkleozomal fragmantasyona rastlanmamustir.
Yapilan bu calisma sonucunda, VacA’nin hem vakuol etkisinin hem de apoptotik
etkisinin ortamdaki amonyum, amonyum klorit gibi zayif bazlarla potansiyelize
olabilecegi iddia edilmistir (90)

VacA’nin mitokondrial etkisi iizerine yapilan in vitro ¢aligmalar VacA ile
inkiibe edilen hiicrelerde Vac’nin mitokondri endosomal kompartmanlardan Bax’a
baglanmak yoluyla lokalize olabildigi ve kanal aktivitesiyle transmembranal
potonsiyelini azaltarak, depolarizasyonu stimiile ederek, sitokrom-c salinimi, Bax ve
Bak aktivasyonu ve mitokondri fragmantasyonuna yol actigi, ayrica indirekt olarak da
pro-apoptotik faktorleri aktive ederek mitokondrial-bagimli apoptoza neden olabildigi
tespit edilmistir (87,105). Ashktorab ve ark. (2004) Helicobacter pylori nin gastrik
epitelyal hiicrelerdeki mitokondrilerin longitidunal sekillerini bozarak ve 1-2 pum
capindaki kiiresel sekle doniistiirerek bu pargalara integre oldugunu gostermislerdir
(106).
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Yapilan ¢alismalar memeli hiicrelerinde ~ VacA’nin  mitokondrial
fragmantasyonu hedefledigini ve mitokondriye endojen baglanmayi diizenleyen
dynamin baglantili protein (Drpl)-GTPaz’1 aktive ederek integre oldugunu
gostermistir. Ancak, gastrik AZ-521 epitelyal hiicre serisi ile yapilan ¢alismalarda
Drp-1"nin tek basina mitokondrial fragmantasyon i¢in yeterli olmadig1 gdsterilmistir.
Ayni zamanda VacA nin mitokondrial membran potansiyelini azalttig1 ve Bax’1 aktive
ettigi de bildirilmistir. VacA’nin mitokondriye integrasyonunun otofajiye neden
olmasinin yanisira; Bax aktivasyonuna, sitokrom-c salinimina ve ROS artisina neden
oldugu ve bu yolla FAS/CD95 aracili apoptozu indiikledigi Rudi ve ark. (1998) nin
yaptiklar1 caligmalarla gosterilmistir (87,107).

Mitokondrinin biitlinliigii i¢ ve dis membranlarinin biitiinligli ile baglantili
olup, artan gecirgenlik i¢c membranin depolarizasyonuna, bu da membran
potansiyelinin ve metabolizmanin bozulmasma neden olurken, dis membrandaki
gecirgenlik artis1 i¢ membran boslugundan sitozole pro-apopitotik effektorlerin
saliimini indiiklemektedir (87). Kimura ve ark. (1999)’nin yaptiklar1 bir ¢calismada
VacA’nin AZ-521 gastrik hiicre serisindeki mitokondrial membran potansiyeli ve ATP
seviyelerine olan etkisi arastirilmis ve maruziyet siiresine bagli olarak ATP
seviyelerinin belirgin derecede azaldigi gozlenmistir. Bu ¢alismada 120 nm
konsantrasyondaki VacA, 4,040,1nmol/10° hiicre konstrasyonunda 6 saat, 12 saat ve
24 saatlik siireler icin inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siirelerinin sonunda VacA’nin
mitokondrial membran potansiyelinde belirgin azalmaya neden oldugu ve ATP
seviyelerinin 6 saat i¢in %20, 12 saat i¢in %35 ve 24 saat i¢in % 50 oranlarinda azaldig1
tespit edilmis ve VacA’nin AZ-521 hiicrelerinde O: tiiketimini inhibe ettigi iddia
edilmistir. Morfolojik ac¢idan incelendiginde VacA’nin vakuol olusumuna neden
oldugu hiicrelerde, hiicre biiyiikliigiinde artis olmasina ragmen sitoplazmik hacimde
azalmanin meydana gelmedigi gorlilmistiir. Yine ayni ¢calismada, VacA’nin AZ-521
gastrik hiicre serisinde hiicre siklusuna olan etkisi incelenmis ve Go/G1 fazinda %10
oraninda uzama belirlenmistir ve VacA’nin hiicre siklusunun Go/G1 fazinda etkili
olabilecegi One siiriilmiistiir (92).

Yapilan pek cok caligma sonucunda, VacA intoksikasyonu sonucu olusan
apoptotik hiicrelerde hiicre icinde mitokondrial sitokrom c¢’nin arttig1 gosterilmistir.

Mitokondrial degisikliklerin VacA’nin vakuol olusturmasinin dolayli bir sonucu
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oldugu ya da hiicre yiizeyi ile etkilesiminin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir. /n
vitro calismalar, VacA’nin sadece p33 amino-terminal domaininin mitokondriye
lokalize olabildigini ve mitondrial i¢ membrana girerek iyon kanali olusturdugunu;
membran depolarizasyonu, membran potansiyelinin bozulmasit ve ATP kayb1 gibi
olaylar zincirinin bunu takip ettigini gostermistir (108-109).

Mitofaji, mitokondrianin sekestre olarak otofagozom igine alinmasi olayi olup,
bu tip hiicre 6liimiiniin mitokondrial potonsiyel kaybi ile tetiklendigi diistiniilmektedir.
Fosfataz ve tensin analogu (PTEN) ile indiiklenen kinaz 1 (PINK1), Parkin ve Nip-3
benzeri protein (N1X) gibi proteinlerinin mitokondri hasariyla otofajik vakuoller igine
almmasinda gorevli oldugu disiinilmektedir. Normal kosullarda, PINKI1
mitokondriye 6zgiidiir; ancak proteolize ugrayarak mitokondride akiimiile olmasi
engellenmektedir. Mitokondrinin membran potansiyelini kaybettigi durumlarda ise,
proteoliz inhibe olmakta ve PINK1 mitokondri yiizeyinde birikmektedir. PINK1’in
mitokondri dig membraninda birikmesiyle bir E3 ubiquitin ligaz olan Parkin aktive
olarak mitofajinin baglamasini saglar. Bu bilgiler dogrultusunda Helicobacter pylori
ile infekte hiicrelerde VacA’nin iyon gegcirgenligini artirmasiyla, mitonkondrial
membran potansiyelin kaybedilmesi ve sonug olarak mitofajinin meydana gelebilecegi
diistiniilmektedir. Bunlara ek olarak, Helicobacter pylori ile indiiklenen ROS
olusumunun da mitofajiyi indiikleyebilecegi bildirilmistir (87).

Helicobacter pylori ile infekte gastrik hiicrelerde ROS olusumundaki artisin
inflamasyonun yanisira ¢esitli  virlilans  faktorlerinden de kaynaklandig:
diisiiniilmektedir. Ozellikle otofajinin zayifladigi durumlarda énemli miktarda ROS
birikimi dikkati cekmektedir. VacA’ nin bir yandan otofajiyi tetiklerken bir yandan da
ROS birikimine neden oldugu diisiiniilmektedir. Infekte olan hiicrelerde ROS’un
baslica iki kaynagi vardir; bunlar ¢cevresindeki patojenleri dldiirmek ve inaktive etmek
i¢in slipeoksit (O2") anyonlart iireten NOX enzimi igeren makrofaj ve notrofil plazma
membrant ve Onemli miktarda siiperoksit salimimina yol agan mitokondridir.
Mitokondri ig¢inde, Oz biliylikk ¢ogunlugu solunum sirasinda kompleks 1 ve 2
zincirindeki tekli elektronlarin Oz ya aktarimi sirasinda meydana gelmektedir ve
elektronlarin yaklasik %0,1°1 bu yolla solunum zincirinden gegerek Oz’ye transfer
olmaktadir. Uygun kosullar altinda bu oranin % 1’e kadar ¢ikabildigi ve O2” nin ROS
kaynakli otofajiyi diizenleyen major bir ROS olabilecegi diistiniilmektedir (87,110).
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Helicobacter pylori infeksiyonunda nétrofiller tarafindan NOX’un aktivasyonu ile
olusan ROS, mitokondrilerde daha fazla birikmektedir ve bundan dolayr VacA’nin
hem otofajiye, hemde apoptoza neden oldugu; her iki durumda da ROS birikiminde
etkin rol oynadig1 ve artan ROS miktarinin mutajeneze yol actig1 diistiniilmektedir
(87). VacA’nin ROS olusumuna neden olan diger bir etkeni de hiicre ici Ca*? alinim
indiiklemesidir. Artan ROS’un NF-«kB’yi aktive ederek proinflamatuvar immiin
yanitin artmasina neden oldugu bildirilmistir (111).

Son yillarda yapilan ¢alismalar VacA’nin gastrik epitelyal hiicrelerinin yanisira
immiin sistem hiicreleri lizerine de toksik etkilere sahip oldugunu gostermistir. Yapilan
in vitro calismalarda VacA’nmin T hiicreleri, B hiicreleri, dendritik hiicreler,
eozinofiller, mast hiicreleri, makrofajlar ve nétrofiller gibi bircok immiin modiilatér
hiicrelerinin aktivasyonunu inhibe ettigi gosterilmis; bu toksinin immunmodiilator
etkiye sahip oldugu ve immun islevler iizerinde neden oldugu bu degisiklerin timor
gelisimini indiikleyebilecegi ileri siirlilmiistiir. VacA’ nin immiinosupresan etkisine ek
olarak T-lenfositlerde yer alan ve proinflamatuvar etkiye sahip siklooksijenaz 2 (COX-
2) ekspresyonunu stimiile ederek ayni zamanda proinflamasyonu tetikledigi de
bildirilmistir (108). Yapilan ¢aligmalarda VacA’nin proinflamatuvar etkisinin gastrik
kanser gelisiminde rolii olabilecegi 6ne stirtilmiistiir (112).VacA’ nin proinflamatuvar
etkisinin mast hiicrelerince salgilanan TNF-a. ve interlokin 6 (IL-6) gibi
proinflamatuvar sitokinlerin salinimi stimiile etme ve yine bu hiicrelerde kemotaksisi
ve degraniilasyonu indiiklemesiyle gerceklestigi diisiiniilmektedir. VacA’ nin toksik
etkilerinin ¢ogu gastrik epitelyal hiicreler lizerindedir. Ancak, yapilan bir¢ok in vitro
ve in vivo ¢alismalarda salgilanan VacA’nin gastrik tabakanin lamina propiasini tahrip
ederek daha derin dokulara da penetre olabildigi gostermistir. Buradaki graniilositler,
monositler, B ve T lenfositlere de etki edebildigi ve bunun sonucunda antijen sunumu
ve T-hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmis ve bundan dolayr Helicobacter
pylori patojenezinde 6nemli etkiye sahip oldugu bildirilmistir (19,108) .

VacA’nin T-lenfositler {izerinde pek ¢ok etkiye sahip oldugu bildirilmistir.
Jurkat T-hiicreleri (immortal T-hiicreleri) ile yapilan bir in vitro ¢alismada, VacA’nin
Jurkat T-hiicrelerinin interl6kin 2 (IL-2) iiretimini ve optimal T-hiicre aktivasyonu igin
gerekli olan T-hiicre niiklear faktoriinii (NFAT) ektraselliiler sividan hiicre igine

kalsiyum girisini bloke etmek yoluyla inhibe ettigi ve IL-2 yiizey reseptor
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ekspresyonunu down-regiile ettigi gosterilmistir (108,113,114). Primer insan CD4" T-
hiicreleriyle yapilan bir calismada ise, VacA’nin NFAT aktivasyonu ve IL-2
ekspresyonu tizerindeki etkisinden bagimsiz olarak da aktive T-hiicrelerinin

proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (90,114).
Sitotoksin-Assosiye Gen A (CagA) Toksini

Yapilan klinik ¢alismalar Helicobacter pylori’nin sitotoksin assosite gen
patojenisite adacig1 (sCagPAl)’na sahip oldugunu gostermistir. Ancak, sCagPAl
geninden eksprese olan CagA toksini bakteriyal sitotoksin olarak etki ettigi igin
isimlendirilmis olsa da, asil akut sitotoksiteye VacA’nin yol ac¢tig1 bildirilmistir. CagA
geninin varligina gore Helicobacter pylori CagA pozitif ve CagA negatif subtiplerine
ayrilmistir. Yapilan calismalar CagA’nin karsinojenez gelisiminde dogrudan etkili
oldugunu gostermektedir. CagA pozitif Helicobacter pylori ile infekte Mogol
farelerde yapilan bir ¢aligmada CagPAI adaciklarinda yer alan CagA geninin atropik
gastrit ve prekanser6z kosullar olusmasina neden olacak sekilde bakterinin gastrik
epitelyal hiicreye kolonizasyonunu sagladigini1 gostermistir (115). Transjenik farelerle
yapilan bir baska calismada, sistematik bir sekilde CagA ekspresyonunun
gastrointestinal karsinoma ve hematopoetik karsinojenez gelisimi i¢in potansiyel bir
onkoprotein oldugu gosterilmistir (116). Zebra baliklar1 ile yapilan bir calismada
CagA ekspresyonunun p53 geninde mutasyona yol agarak intestinal karsinojenez
gelisimine neden oldugu gosterilmistir (114).

CagA tersiyer bir yapiya sahip olup, %70’i kati N-terminal kismindan
olusurken, geri kalan % 30 luk kismini1 karboksi terminal (C-terminal) kuyrugundan
olugmaktadir. CagA proteini C-terminal bolgesindeki polimorfizme gore 130 ila 145
kDa biiyiikligiindedir (116). CagA geni genomik DNA segmentinin bitig kisminda
bulunan 40 kb’lik CagPAI kismina lokalize olmustur ve tip 4 salgilama sisitemi
(T4SS)’n1 kodlayarak hiicre i¢ine injeksiyonu saglamaktadir. Bati iilkelerinden izole
edilen Helicobacter pylori suslart %30-40’1 CagPAI tasimaz iken, Orta Asya
tilkelerinden izole edilen suglarin hemen hemen tamami CagPAI’ya sahiptir. Susa gore
degismekle birlikte, CagPAI’'nin CagA da dahil olmak iizere tespit edilmis 27 ila 31
gene (CagA, CagL, Cagy vb) sahip oldugu diisiiniilmektedir (17,19,116). CagPAI

tarafindan kodlanmis 18 gen gastrik epitelyal hiicrelere penetrasyonu saglayan siringa
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benzeri bir yapiya sahip T4SS’yi etkileyerek CagA’nin, peptidoglikanlarin ve diger
bakterial faktorlerin konak hiicresine translokasyonunu kolaylastirirlar (19). Ayrica,
Helicobacter pylori, gastrik epitelyal hiicrelere BabA/B, SabA, dis inflamatuvar
protein A (OipA), dis membran proteini (HopZ) ve adherens assosisye protein A ve B
(AlpA/B) gibi adhezin molekiilleri araciligi ile tutunmasinin ardindan T4SS sistemi
araciligiyla konak hiicrenin plazma membranindaki fosfotidilserine baglanir. Bu islem
CagPALI tarafindan kodlanan spesifik bir adhezin olan ve T4SS pilusunun yiizeyinde
bulunan Cagl ile gastrik epitelyal hiicrelerde bulunan al integrin proteininin
interaksiyonu yoluyla olmaktadir. a1 integrinin ayn1 zamanda Cagl ve CagY gibi diger
T4SS bilesenleriyle de interaksiyona girdigi bilinmektedir. Polarize epitelyal
hiicrelerde integrin ekspresyonu bazolateral membran kompartmanlarinda olmasina
ragmen, apikal membrana baglanan Helicobacter pylori integrinlerle bazolateral
olarak interaksiyona girmektedir. Yapilan calismalar, konake¢i hiicrenin plazma
membranindaki fosfotidilserine baglanarak C-terminal ucunda bulunan EPIYA (Glu-
Pro-lle-Try-Ala) motifindeki tirozin rezidiilerinde konakg1 hiicre kinazlar1 ¢-Src ve
cAbl ile fosforillendigini gostermistir. Fosfo-CagA ile tirozin spesifik protein fosfataz
non-reseptor tip 11 (SHP-2) ile bir kompleks olusturarak tirozin fosfotaza sekillenir
(Sekil 2.6). Bu kompleksin olusmast ile SHP-2’nin konak hiicre membraninda aktif
hale geger (19,115-122). Fosforile olan CagA daha sonra tirozin fosfataz SHP-2 gibi
bir dizi konak sinyal molekiilii ile interaksiyona girerek epitelyal hiicrelerde
morfolojik degisimlere neden olur. CagA aracili SHP- 2 sinyali epitelyal hiicrelerde
polarizasyon kaybina neden olur iken, CagA ve SHP-2 arasindaki interaksiyon fokal
adezyon kinazin (FAK) defosforilasyonuna ve inaktivasyonuna; sonu¢ olarak da
hiicrelerde elongasyona neden olmaktadir (120). Backert ve ark. (2004) nin yaptiklar
bir in vitro ¢alismada 75 (n=25) gastrit, peptik iilser ve gastrik kanser hastasindan elde
etttikleri Helicobacter pylori izolatlarinda CagA ekspresyonu, translokasyonu ve
tirozin fosforilasyonu, c-Src inaktivasyonu ve coractin defosforilasyonu Western blot,
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve spektrofotometrik metotlariyla arastirilmistir.
Bu calismada gastrit hastlarinin %80°ninde, iilser hastalarinin %84’linde ve gastrik
kanser hastalarinin % 84’iinde cagPAI geni pozitif bulunmustur. Fosforile CagA %95
oranla en yiiksek peptik iilser hastalarinda bulunurken, bunu %81 oranla gastrik kanser

hastalar1 ve %75 oraninda ise gastrit hastalar1 takip etmistir. Src’nin inaktivasyonunda
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anahtar rol oynayan CagA fosforilasyonu incelendiginde infekte gastrik hiicrelerde Src
aktivasyonunun ¢ok giiclii bir sekilde azaldigi belirlenmistir. Bunun bir sonucu olarak
coractin fosforilasyonunun da azaldig1 goriilmiis ve fosforile CagA’nin Helicobacter
pylori patojenezinde etkin rol oynadigi ileri siiriilmiistiir.(120) Yapilan in vivo ve in
vitro calismalarda, epitel hiicrelere transloke olduktan sonra tirozin fosforilazla
fosforile olan CagA’nin yanisira, nonfosforile CagA grubunun da oldugunu
belirlemistir. Nonfosforile CagA’nin, c-Met/Ras sinyal yolundaki reseptore bagl
biiyiime faktorii 2 (Grb2)’ye baglanarak etki gosterse de, fosforile CagA’nin daha
giiclii patojenik etkiye sahip oldugu gosterilmistir (119,121-124).

EPIYA ve
CM
N-terminali iceren
membran baglanma bdlge

domaini

C-terminali membran
baglanma domaini

Sekil 2.6. CagA’nin molekiiler yapis1 (78)

CagA bakteriye kars1 direngte konak immiin cevabin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir (119). CagA’nin T-hiicrelerinin apoptozunu indiikledigi ve bu yolla
immiin yanita etki ettigi bildirilmistir (19). Oldukc¢a yiiksek immiinojenik etkinlige
sahip bir protein olan CagA’nin hiicre i¢ine enjeksiyonu ile hiicre proliferasyonunda
indiiksiyon, polarite kaybi, hiicre sekillerinde elongasyon, hiicreler aras1 baglantilarda
bozulma, asit saliniminda azalma, inflamasyon, motilite artisi, apoptoz gibi pek cok
patojenik etki goriilmiistiir (17,121-124). CagA epitel hiicre i¢ine girdikten sonra
onkojenik aktiviteye sahip sitoplazmik SHP-2 de dahil olmak {izere, pek ¢ok molekiille
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interaksiyona girer. /n vivo calismalar, CagA ekspresyonuna sahip Helicobacter pylori
zincirlerinin konak inflamatuvar yanitinda artisa ve bunun klinik sonucu olarak peptik
iilser ya da gastrik kanser gelisiminde risk artisina neden olabilecegini gostermistir.
CagA ile infekte edilen transjenik farelerle yapilan bir ¢alisma ile gastrik kanser ve
diger neoplazmlarin gelismesi sonucunda elde edilen verilere gore CagA’nin asiri
ekspresyonunun bir onkoprotein gibi davranabilecegi iddia edilmistir (125).

CagA aracili karsinojenez gelisimi “vur-ka¢ mekanizmasi” denilen ve hem
genomik hem de epigenetik degisimlerin etkili oldugu bir siirectir. CagA pozitif
Helicobacter pylori, infeksiyonu ile NF-kf3 nin atipik aktivasyonu gastrik hiicrelerde
aktivasyonla indiiklenen sitidin deaminaz (AID)nin ektopik ekspresyonunu
indiikklemektedir. NF-kB'nin uzun siireli aktivasyonu ise MutL homolog 1 (MHL1) gibi
cok sayida DNA yanlis eslesme (mismatch, MMR) onarim genlerinin
hipermetilasyonuna aracilik eden DNA metil transferazlarin diizeyini artirmakta ve
genetik instabiliteye yol acabilmektedir. Gastrik karsinoma hiicrelerinde CagA’nin
indiikledigi hipermetilasyon sonucunda pl6, pl4, E-cadherin, Run iligkili
transkripsiyon faktorii 3 (RUNX3) gibi tiimor supresor genlerinde inbisyon meydana
geldigi bildirilmistir. Yapilan calismalar gastrik karsinojenez olusumunda 6nemli rol
oynayan NF-k’nin kronik Helicobacter pylori infeksiyonununda Ras, P12K-AKT ve
timor nekroz faktorii reseptorii (TNFR)-assosiye faktor 6 (TRAF6) TRAF6- mitojen-
active protein kinaz 7 (MAP3K7, TAK1) gibi pek ¢ok yolla da aktive oldugunu
gostermektedir. CagA’nin NF-kf'ye disinda, inflamasyonu tetikleyen diger anahtar
transkripsiyon faktorii olan sinyal iletici ve transkripsiyon faktorii 3 aktive edici
protein (STAT3) fosforilasyon mekanizmasindan bagimsiz olarak 1L-6/gp130 sinyal
yoluyla da aktive edildigi rapor edilmistir. Sonug olarak, CagA pozitif Helicobacter
pylori kronik infeksiyonu, NF-k ve STAT3’iin aktivasyonu ile proinflamatuvar
sitokinleri ve anti-apoptotik proteinlerin {iretimini indiikleyerek bir yandan kansere
egilimli hiicrelerin artmasina yol agarken, diger yandan apoptozu engelleyerek kanser
gelisimi i¢in predispozan etki yapmaktadir. Tiim bunlara ek olarak, inflamatuvar yanit
ROS olusumunu indiikleyerek DNA hasarin1 artirmakta ve mutasyon birikimini
hizlandirmaktadir (115, 126,127).

Helicobacter pylori neden oldugu gastrit ile konak hiicre immiin sisteminin bir

seri inflamatuvar yanitina neden olmaktadir. Bu yanit, baglica nétrofilik cevap yolunun
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major kemokini olarak bilinen IL-8in asir1 ekspresyonu ile ilgilidir ve IL-8’in asir1
ekspresyonu ise, CagAPAI’da lokalize olan T4SS aktivasyonuna bagimlidir.
Helicobacter pylori’nin gastrik epitelyal hiicrelere adhezyonunun ardindan T4SS,
peptidoglikanlarin ~ ¢Oziliniir  bilesenleri olan muramil dipeptitleri  salgilar.
Muramilpeptidazlar NF-k3’yi aktive eden intraselliiler bir proteinniikleotid baglayici
oligomerizasyon domain igeren protein 1 (Nodl)’e baglanarak p—defensin 2,
metalloproteinaz ve IL-8 gibi genlerinin ekspresyonuna neden olur ve sonug olarak
konak immiin sistemi aktive olur. CagA’nin sitoplazmada aktif olarak dagilimi
T4SS’in inflamatuvar etkisi ile birlikte genel olarak gastrik lezyonlar olusumu ve
adenokarsinoma ile baglantili olup, infeksiyonun daha ciddi olarak seyretmesine yol
agmaktadir (128).

CagA pozitif Helicobacter pylori zincirleri, CagA negatif Helicobacter pylori
zincirlerine gore daha yiiksek seviyelerde IL-8 salinimina neden olmaktadirlar ve IL-
8 sekresyonu kismen CagPAl genlerine baglidir. Buna ek olarak cagPAI Helicobacter
pylori zincirlerinin epitel hiicrelere baglanmasinin, IL-8’in yaninda Rho GTPazlarin,
Ras-iligkili C3 botulinum toksin substrat 1/hiicre boliinmesi kontrol protein 4 (Racl/
Cdc4)’nin aktivasyonu, EGFR gibi reseptorlerin aktivasyonu, c-met, c-Fos ve c-Jun
gibi proto-onkoproteinlerin aktivasyonu gibi ¢esitli hiicresel yanitlari da indiikledigi
in vitro olarak gosterilmistir (119).

Yapilan caligsmalar epitel hiicreler icine adheze olan CagA’nin Src (bir
protoonkogenik tirozin kinaz proteini)/ Abelson fare 16semi viral oncogen homolog 1
(Abl) kinazlar ile EPIYA kaliplari igindeki tirozin-fosforilasyonunun epitelyal hiicre
yapisini bozdugunu ve sinyal regiile kinaz (ERK)/mitojen aktive protein kinaz
(MAPK) yolagr gibi konak hiicre sinyal yollarina SHP-2, Grb2, Crk/Crk-benzeri
protein L (crk-L), C-Terminal Src kinaz (Csk), Met ve siki baglanti proteini (ZO-1) ile
interaksiyona girerek etki ettigini gostermistir. B—katenin, adhezyon baglantilarinin bir
komponenti olup niikleousda T-hiicresi aktivatorii (Tcf)/lenfoid arttirici faktor (Lef)’in
kofaktorii olarak etki etmektedir ve T4SS polarize epitelyal hiicrelerin adhezyon
baglantilarin1 (AJs) bozarak, -kateninin niikleer lokalizasyonuna yol agmaktadir. -
kateninin niikleer akiimiilasyonu ise siklin D1 ve c-myc gibi gibi kanser baglantili

genlerin expresyonunu indiiklemektedir (129). Adenogastrik karsinoma hiicrelerinde
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tirozin fosforile cagA’nin 6zellikle SHP2’ye baglandigi ve SHP2-Ras-ERK (MAP-
kinaz) kaskadini stimiile ettigi diistiniilmektedir (120).

Bir¢ok calisma CagA’nin NF-k3’yi dogrudan aktive ettigini ve IL-8 saliminm
indiikledigini géstermistir. Inflamasyon siirecinin erken doneminde Helicobacter
pylori ile gastrik epitelyal hiicreler arasindaki fiziksel temasla indiiklenen NF-
kB anahtar role sahiptir. Insan gastrik epitelyal hiicrelerinde NF-kf, IL-8 ve biiyiime
regiile protein (GRO-a) gibi C-X-C kemokinlerin, CagA pozitif Helicobacter pylori
infeksiyonu ile notrofilik yanit gelisiminde kritik role sahip olduklar1 ve daha ciddi
gastroduodenal hastaliklara neden olduklari diisiiniilmektedir. Aktive NF-«[3 epitelyal
hiicrelere antiapoptotik sinyallerin géonderilmesini saglayarak gastrik neoplazi gelisimi
aktive etmektedir (130,131).

Ug boyutlu (3D) yapisal analizleri CagA’nin N-terminal par¢asimin timor
stipresor olarak etki ettigini ve RUNX3 ile interaksiyonun RUNX3’iin
ubikinonizasyonunu ve degradasyonunu indiikleyerek islev kaybina yol agtigimi
gostermistir. CagA N-terminal par¢asinin ayni zamanda timor supresor protein p53-2
(TP53BP2) ile kompleks olusturarak p53 aracili apoptozu inhibe ettigini gostermistir.
N-terminal par¢asinin bu etkilerinin yanisira C-terminal kuyrugu ise pro-onkojenik
kaskadin disregiilasyonuna yol agmaktadir. CagA’nin gastrik karsinojenezdeki etki
mekanizmasi ¢oklu genomik ve epigenetik degisikliklere dayanmaktadir (115).

Son yillarda yapilan ¢alismalar CagA pozitif Helicobacter pylori zincirlerinin
daha ytiksek oranda nétrofilik ve mononiikleer hiicre infiltrasyonuna, ¢cok daha ciddi
atropiye, intestinal metaplaziye, gastrik epitelyal hiicre siklusunda degisimlere ve
apoptozise neden oldugunu gostermistir (132) .

Helicobacter pylori infeksiyonu sonucu gelisen Kkarsinojenezde, ROS
tiretimiyle olusan basta DNA olmak iizere bircok makromolekiildeki hasarin daha
etkin rol oynadig1 iddia edilmektedir. /n vitro calismalar, CagA pozitif Helicobacter
pylori ile infekte epitel hiicrelerde inflamasyon ve oksidatif stres biyogostergelerinden
olan olan hidrojen peroksit iiretiminde ve TNF-a ve IL-8 diizeylerinde anlamli artis
oldugunu gostermistir (111).

Helicobacter pylori infeksiyonunun neden oldugu oksidatif DNA hasarinin
belirlenmesinde 8-OHAG diizeylerinin en iyi biyogosterge oldugu diisiiniilmektedir. 8-
OHJdG, ROS ile indiiklenen ve DNA baz mutasyonlarindan sorumlu major DNA
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modifikasyon iirlintidiir. Frainati ve ark. (2003)’nin yaptiklart bir ¢alismada, CagA
pozitif olan Helicobacter pylori infeksiyonlu hastalarda prekanser6z degisimlerin ve
8-OHdG diizeylerindekindeki artisin daha belirgin oldugu gosterilmistir. Bu ¢alisma
yaslar1 61+14 arasinda degisen 65’1 erkek ve 53’1 kadin olmak iizere 118 hastadan
alman o6zafago-gastroduodenal endoskopi ornekleri ile calisilmistir. Almnan 118
endoskopik orneklerden 74 hasta Helicobacter pylori pozitif olup bunlarin 40’1 CagA
pozitif ve 34’ti CagA negatif olarak belirlenmistir. Kalan 44 hasta ise, Helicobacter
pylori negatif olup bunlarin 12’si Helicobacter pylori ile hig infekte olmamigken 32’si
ise daha once Helicobacter pylori ile infekte olmus ve infeksiyon ti¢lii antibiotik ile
tedavi edilmistir. Alinan tim endokopik orneklerinden DNA ekstrasyonu ile elde
edilen DNA 6rneklerinin amplikasyon ve jel elektroforezi metotlar1 ile DNA hasarlari
tespit edilmis ve yiliksek basingli sivi kromatografisi (HPLC)/kiitle spektroskopisi
(MS) ile de 8-OHdG miktarlari 6l¢iilmiistiir. Yapilan analizler sonucunda, gastrit ve
intestinal metaplazi diizeylerinin Helicobacter pylori pozitif hastalarda Helicobacter
pylori negatif ve Helicobacter pylori eredike hastalara gore daha yiiksek derecede
oldugu belirlenmistir. Ayrica, 8-OHdG diizeylerinin Helicobacter pylori pozitif
hastalarda Helicobacter pylori negatif hastalara gére anlamli derecede yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Daha 6nce Helicobacter pylori infeksiyonu gegirip tedavi olan hastalarda
ise, Helicobacter pylori pozitif hastalardan daha diisitk ancak Helicobacter pylori
negatif hastalara gore daha yiiksek 8-OHdG diizeyleri bulunmustur. CagA etkisi
acisindan incelendiginde CagA pozitif hasta 6rneklerinde hem gastrik hasar, hem de
8-OHdG’ nin diizeylerinin 6nemli derecede yliksek oldugu gosterilmistir. Ayrica,
CagA pozitif Helicobacter pylori infeksiyonunun sadece gastritik skor ve aktivite
acisindan degil, ayn1 zamanda atropi ve metaplazi agisindan da ¢ok daha ciddi hasarla
baglantilt oldugu goriilmiistiir. Prekanserdz lezyonlarin baslamasi agisindan kritik
oneme sahip incisura angularis bolgesinde CagA pozitif Helicobacter pylori’nin daha
ciddi atropik metaplaziye yol agtigi tespit edilmistir. Oksidatif hasar agisindan
incelendiginde Helicobacter pylori pozitif hastalarda kontrol grubuna gore daha ciddi
oksidatif hasarin meydana geldigi, oksidatif hasar diizeylerinin Helicobacter pylori
pozitif ve Helicobacter pylori eredike hastalar1 arasinda belirgin fark olmadigi, CagA
pozitif hastalarda DNA hasarinin CagA negatif hastalara gore anlamli derecede yiiksek

oldugu tespit edilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda, CagA’nin oksidatif stres ve
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DNA hasar1 olusumunda etkin rol oynadigi goriilmiistiir. CagA’nin hiicre iginde ROS
akiimiilasyonu yoluyla DNA’da nokta mutasyonlarina neden olarak, p53 ve diger gen
ekspresyonlarinda bozulmaya ve sonug olarak gastrik karsinojenez gelisimine neden
olabilecegi ifade edilmistir (133). Papa ve ark.(2002)’nin CagA pozitif Helicobacter
pylori infeksiyonunun yol agabilecegi oksidatif DNA hasarin1 degerlendirdikleri ise,
60 hastadan alinan gastrik biopsi Orneklerindeki 8-OHdG ve ROS olusumu
arastirtlmistir. Calismada 60 hastadan 40’nin Helicobacter pylori pozitif oldugu
belirlenmis ve ROS iiretiminin bu hastalarda onemli derecede yiliksek oldugu
goriilmistiir. Bu 40 hastadan 30’unda CagA pozitif olup bu hastalarin 21’inde 8-
OHdG diizeylerinin CagA negatif hastalara gore oldukca yiikksek oldugu tespit
edilmistir. Tiim bunlara ek olarak ROS ve 8-OHdG olusumlar1 arasinda anlamli bir
korelasyon gozlenmistir. Calismadan elde edilen bu veriler dogrultusunda,
Helicobacter pylori infeksiyonunda CagA pozitif suslarinda ciddi DNA hasarina
neden olan ROS iiretiminin ¢ok daha yiiksek oldugu; dolayisiyla CagA’nin serbest
oksijen radikalleri aracilig1 ile kronik gastritten gastrik karsinomaya giden siiregte
giiclii bir etken olabilecegi ileri stiriilmiistiir (132).

Son yillarda yapilan pek ¢ok calisma gastrik kanser gelisimde Helicobacter
pylori’nin viriilans faktorlerinden CagA ve VacA’nin sinerjizm gosterdigini tespit
etmistir (11, 134,135). Ladeira ve ark. (2008)’nin yaptiklar1 bir calismada 24 kontrol
(Helicobacter pylori negatif), 42 Helicobacter pylori pozitif gastrit hastas1 ve 61
Helicobacter pylori pozitif gastrik kanser hasta olmak {izere 117 hastadan gastrik
izolat toplanmis ve oksidatif DNA hasar1 Comet yontemi ile; Helicobacter pylori
yogunlugu PCR ile belirlenmistir. CagA, VacA ve epitele temasla indiiklenen viriilans
faktorii (IceA) viriilans allel tiplendirmesi de yine PCR ile ¢alisilmistir. Yapilan
caligmalar sonucunda, CagA pozitif, VagAslml ve IceA pozitif Helicobacter pylori
pozitif bireylerde CagA negatif, VacAs2m2 ve IceA negatif genotipindeki
Helicobacter pylori pozitif bireyler ve infekte olmamis bireylere gore ¢ok daha yiiksek
oranlarda oksidatif DNA hasarinn olustugu gosterilmistir. Yine ayni calismada
orneklerin Comet yontemi ile incelenmeleri sonucunda, CagA pozitif Helicobacter
pylori ile infekte bireylerde DNA tek zincir kiriklarinin (SSB), labil alanlarin (SBSs),
okside piirin ve primidin diizeylerinin CagA negatif Helicobacter pylori ile infekte

bireylere gore yiiksek oldugu belirlenmistir. Ayrica, CagA negatif Helicobacter pylori
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ile infekte bireylerde ise, infekte olmamis bireylere gore DNA hasarlarinin daha
yikksek diizeylerde oldugu gosterilmistir. Ayni parametrelerin  VagA slml
fenotipindeki Helicobacter pylori ile infekte bireylerin, VagAs2m2 fenotipindeki
Helicobacter pylori ile infekte bireylere ve IceA pozitif Helicobacter pylori ile infekte
bireylerin de IceA negatif Helicobacter pylori infekte bireylere gore dikkat gekici
oranda yiiksek oldugu tespit edilmistir. Endoskopik 6rnekler Helicobacter pylori
yogunlugu agisindan incelendiginde gruplar arasinda bir fark goriilmemistir. Oksidatif
DNA hasarinda gastrik ortamdaki Helicobacter pylori yogunlugundan ziyade
Helicobacter pylori viriilans faktorlerinin daha etkin rol oynadigi; 6zellikle CagA
pozitif, VagAslml ve IceA pozitif allellerine sahip Helicobacter pylori suslarinin

gastrik kanser gelisimde etkin rol oynadigi iddia edilmistir (11).
Gama Glutamil Transferaz

Gama glutamil transpeptidaz (y-GGT), transpeptidaz reaksiyonlarini
katalizleyen bir enzimdir. Enzim glutatyon (GSH) metabolizmasinda anahtar role
sahiptir (136). Canlilarin ¢ogunda bulunan y-GGT enzimi Helicobacter pylori
tarafindan da sentezlenmektedir. Fare modelleriyle yapilan ¢aligmalarla y-GGT’ nin
bakterinin gastrik kolonizasyonunda gorev aldigi gosterilmistir. Sekresyonun ve
maturasyonun ardindan y-GGT enzimi araciligiyla Helicobacter pylori konak¢inin
membranina iyonik baglarla baglanmaktadir. Yapilan c¢alismalar y-GGT nin
Helicobacter pylori nedeniyle gelisen apoptozun indiiksiyonunda da rol oynadigini
gostermigtir  (137-138). Ayrica y-GGT’nin, IL-8 iretimini ve NF-kB’nin
aktivasyonunu indiikledigini ve bu yolla gastrik epitelyumdan H20; salinimina ve

oksidatif stres kaynaklit DNA hasarina yol agtigini gosterilmistir (111).
Adhezyon Faktorleri

Gastrik mukus tabakasi iginde bulunan Helicobacter pylori gastrik liimene
yakin olabilir ya da gastrik glandlar i¢inde bulunabilir; serbestce yiizebilir ya da gastrik
epitele tutunabilir. Helicobacter pylori nin adhezinlerle musine baglanmasi gastrik
mukoza epitelinde kolonize olmasini saglar ve bu olay bazi viriilans faktorlerince

kodlanan ¢esitli genlerin ekspresyonu ile tetiklenmektedir. Bakteriyi sivi akisi,
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peristaltik hareketler ya da mukus tabakasinin dokiilmesi gibi ¢esitli mekanizmalardan
korur (139).

Bakteri yiizeyinde tutunmus durumda olan adhezinler gastrik mukozada
eksprese edilen glikanlarin yapisimi taniyarak epitelyal ylizeye tutunmayi saglayan
hayati 6neme sahip molekiillerdir. Helicobacter pylori’'nin gastrik mukoza epiteline
dis membran proteinleri (OMP) ad1 verilen adhezinlerle tutunduklart bilinmektedir.
Helicobacter pylori genomunun yaklasik %4’inin OMP’kodladigi tahmin
edilmektedir ve OMP ekspresyonunun gastrointestinal hastaliklarla ve dolayisiyla
gastrik kanser gelisimi ile ilgili oldugu bildirilmistir (81) .

OMP’ler Helicobacter pylori’nin ana adhezinleri olup bu gruptaki BabA,
eritrositler ve gastrointestinal mukoza epitelyal hiicrelerde bulunan ABO/Lewis b
(LeB) antijenini tanir. BabA Helicobacter pylori zincirlerinin yaklasik %45-95’inde
eksprese edilmektedir (140-142). BabA 78-kDa biiyiikliigiinde olup, BabA geni
tarafindan kodlanmaktadir (18). Normal gastrik dokuda BabA tasiyan zincirler daima
gastrik musin (MUC-5AC) ve LeB-pozitif hiicrelere baglanirlar. BabA-LeB etkilesimi
Helicobacter pylori'nin epitelyal ylizeye baglanmasinin yanisira T4SS sisteminin
neden oldugu konak hiicre sinyal sistemindeki degisimleri de indiikleyerek,
inflamasyonu artiran genlerin transkripsiyonunu, intestinal metaplazi gelisimini ve
bunlarla baglantili prekanser6z doniisiimlerin meydana gelmesini indiikler (19, 140-
141). BabA adhezini bakterinin konak ortamina adaptasyon siirecinde ¢esitli alt tiplere
evrilmis olup, bunlardan BabA2’nin duodenal iilser gelisimi ve gastrik kanser
gelisiminde etkili oldugu bildirilmistir. Yapilan bir epidemiyolojik c¢alisma ile
Almanya, Tiirkiye ve Kuzey Portekiz’den elde edilen suglarda BabA2 expresyonunun
daha ciddi gastrointestinal hastaliklarla baglantili oldugu gosterilmistir (81).

Adhezyonda gorev alan baska bir adhezyon faktorii de SabA’dir. Siyalik Lewis
X (sLex) ve Lewis a (sLea) antijenlerinin karbonhidrat yapisina baglanir (81,140). /n
vitro c¢alismalarda Helicobacter pylori’nin B3 GIcNAc TS5 gen kodlanmasinin
indiiksiyonu  yoluyla sialil-Lewis antijenlerinin ekspresyonunu indiikledigi
gosterilmistir (81). Lewis antijenleri infekte ve inflamasyon goriilen gastrik mukozada
yaygin olup, Lewis b ekspresyonu Helicobacter pylori nin yogunluguna bagl olarak
artis gostermektedir. insan Lewis b’sini eksprese edebilen transjenik farelerde gastrit

ve gastrik kanser gelisimi meydana gelirken, yabanil tiplerde boyle bir etkinin
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olmadig1 gosterilmistir. Lewis a ve Lewis x SabA aracilig1 ile baglanirken, Lewis b’nin
BabA araciligr ile baglandig: bildirilmistir. BabA’y1 kodlayan BabA2 genine sahip
zincirlerin artmig epitelyal proliferasyona ve inflamasyona ve dolayisiyla duodenal
iilser, gastrik atropi, intestinal metaplazi ve gastrik adenokarsinoma riskinde artisina
neden olduklar1 bildirilmistir (85,142,143).

Helicobacter pylori'nin diger Onemli dis membran proteini 34kDa
blyiikligiindeki OipA dir. Adhezyonda gorev almasinin yanisira proinflamatuvar
yanit1 indiikledigi de bildirilmistir. OipA’y1 kodlayan gen tiim Helicobacter pylori
zincirlerinde yer alir; ancak 5° bolgesindeki CT diniikleotidlerin degisen sayidaki
tekrarlar1 sonucu meydana gelen varyasyonlar1 araciliyla ekspresyonu modiile
edilmektedir. /n vivo ve in vitro calismalar, OipA nin ekspresyonu ile IL-8
ekspresyonu arasinda gii¢lii bir baglanti oldugunu ve bu nedenle OipA’nin gastrik
enflamasyonda etkin rol oynadigini gostermistir (19). Yapilan in vivo ¢aligmalarda
OipA’nin gastrik epitelyal hiicrelerde IL-8 salimimnda artisa ve bu yolla nétrofil
infiltrasyonuna neden oldugu; ancak atropiye yol agmadigi gosterilmistir (85).
Sugimoto ve ark. (2009)’nin yaptiklar1 bir caligmada ise, OipA mutant ve yabanil tip
Helicobacter pylori ile infekte edilen Mongol farelerinde interlokin 1 (IL-1), interlokin
17 (IL-17) ve TNF-a mukozal sitokinlerinlerinin indiiklendigi ve gastrik mukozada
inflamasyonun meydana geldigi gosterilmistir (144). OipA’nin inflamasyonun yan
sira ayn1 zamanda gastrik kanser gelisiminde de etkili oldugu bilinmektedir. Gastrik
kanserle baglantili bir matriks proteinaz olan matriks metalloproteinaz 1’in (MMP-1)
upregiilasyonunda, glikojen sentaz kinaz-3 3’nin inhibisyonunda ve -katenin’in hiicre
cekirdegine translokasyonunda rol oynayan OipA bu yolla gastrik kanser gelisimini
tetiklemektedir (81) .

Birer dig membran proteini olan AlpA ve AlpB de konakei hiicre ve doku
adhezyonunda gorev almaktadirlar. AlpA/B lokuslari istisnasiz tiim Helicobacter
pylori zincirlerinde bulunup infeksiyon sirasinda eksprese edilmektedirler ve AlpA/B
mutant zincirlerde gastrik dokuya adhezyon meydana gelememektedir. Yapilan bir
calismada, lamininin AlpA ve AlpB i¢in konake1 reseptorii olarak etki ettigi ve konake1
sinyal iletimi ve sitokin iiretiminde etkili oldugu, bu iki faktdriin eksik oldugu
Helicobacter pylori zincirlerinde izogenik yabanil tip Helicobacter pylori zincilerine

gore daha ciddi inflamasyona yol actig1 gosterilmistir (135, 140, 145).
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Son yillarda yapilan calismalarda Helicobacter pylorinin duodenal iilser
baslatict gen A (DupA) adi verilen bir viriilans faktoriine daha sahip oldugu
bildirilmistir. Duodenal iilser gelisimine neden oldugu diistiniilen DupA, Helicobacter
pylori’nin plastisiteyi kodlayan genom bolgesinde yer alan DupA geni ile
kodlannmaktadir ve yapilan in vitro galismalarda IL-8 indiiksiyonuna neden oldugu
gosterilmistir (81). Helicobacter pylori’nin ylizeyinde lokalize olan {ireaz ve
alkilhidroperoksirediiktaz (AhpC) enzimleri dis membran proteini olmamalarina
ragmen adhezyonda rol oynamaktadirlar. Bu enzimler membranin bir pargasi
olduklarindan i¢in stroma musinlerine afinite gosterirler. Loke ve ark. (2007)’nin
yaptiklar1 in vitro ¢alismada polisakkaritler ve musinin AhpC ve {ireaz subiinite A
(UreA)’ya baglanabildikleri bundan dolay1 polisakkaritlerin baglanma bolgeleriyle
kompetasyona girerek bakteriye karst anti-adhezif etki gosterdigi ve bdylece

kolonizasyonu engelleyebilecegi gosterilmistir (140,146,147).
2.3. Helicobacter pylori-Konakge1 Etkilesimi
2.3.1. Gastrik Mukozal immiinite

Helicobacter pylori infeksiyonunda primer immiin yanitin kritik role sahip
oldugu bilinmektedir. Helicobacter pylori iliskili inflamasyonun temelini; gastrik
epitelyal hiicrelerin non-spesifik aktivasyonu, polimorf niikleer noétrofiller, antijen
sunan hiicreler (dendritik hiicreler ve makrofajlar gibi), CD4+ T hiicreleri (Thl ve
Th17) ile baglantili immiiun yanit olusturmaktadir (148). Ayrica, bakterinin gastrik
epitelyal ylizeye yakin ya da invaze halde oldugu da bilinmektedir. Bu nedenle,
antijenik materyalleri ve LPS tabakasi ile, sik1 baglant1 yapilarinin bozulmasina ve
salgiladig1 toksinleriyle spesifik immun yanita da neden olabilecegi belirtilmektedir
(149). Helicobacter pylori infeksiyonunun patogenezinde Helicobacter pylori viriilans
faktorleri ile birlikte gastrik mukozal faktorler ve cevresel faktorler de etkin rol
oynamaktadir (150).

Mide, diistik pH’si, mukus tabakasi ve peristaltik hareketlerinden dolay1
infeksiydz ajanlarmn bilyik c¢ogunlugu i¢in uygun bir ortam degildir. Ancak,
Helicobacter pylori salgiladigi lireaz, flagellalari ve diger viriilans faktorleri ile gastrik
ortama adapte olabilme 6zelligindedir. Bu nedenle, gastrik mukoza Helicobacter

pylori ve benzeri patojenlerin kolonize olmalarina karsi primer immiin yanit
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olusturabilmektedir. Gastrik mukozadaki primer immiin yanit, dogal 6ldiirticii (NK)
hiicreler, makrofajlar, notrofiller ve komponent kaskad: ile olusturulmaktadir. Ayrica,
Toll-lbenzeri reseptorlerinin ve bakteri duvarinda yer alan LPS tabakaya spesifik bir
reseptdr olan CD14 molekiiliiniin de erken donem immiin yanitin baslatilmasinda
onemli rol oynadig1 bilinmektedir (131).

Primer immiin cevap, dogrudan bakteriyel faktorlerle ve dolayli olarak olarak
IL-8 ve inflamatuvar kaskattaki diger sitokinlerin indiiksiyonu ile olmaktadir.
Helicobacter pylori'nin ekstratlar1 notrofillerce salinan IL-11b/CD18’1 upregiile eder
ve bu sekilde bakterinin hiicre i¢i adhezyon molekili-1 (ICAM-1) bagimli
notrofillerin endotelyumuna ve dokuya invaze olmasini saglar. Farelerle yapilan bir
calismada, bakteriyel stimiilasyonun neden oldugu noétrofil adhezyonunun
mikrovaskiiler permeabilitede artisa, mast hiicre degraniilasyonuna ve platelet
agregasyonuna neden oldugu gosterilmistir. Bakteride bu etkiden sorumlu olan
Helicobacter pylori-nétrofil aktive edici protein (Hp-NAB) adi verilen 150 kDa
biiyiikliigiinde bir protein tanimlanmistir. Gastrik mukozadaki nétrofil yaniti; konakgi-
derive kemotaktik sitokinler, 16kotrien B4 (LTB4) gibi bioaktif lipitler ve antijen
spesifik immiinoglobiilin G (IgG)’nin indiiksiyonu ile gerceklesir. Takiben, gastrik
mukozaya adhezyon komplement aktivasyonunun tiriinleri araciligi ile dolayli olarak
meydana gelir. Yapilan in vitro c¢alismalarda, Helicobacter pylorinin gastrik
mukozaya adhezyonunun sitosketal aktinin reorganizasyonu, sitokin sekresyonunda
artisa neden olan IL-8 gen expresyonunun indiiksiyonu da dahil bir¢ok hiicre i¢i
degisimlere neden oldugu gosterilmistir. Epitelyal IL-8, bakteriyel stimiilasyona ek
olarak transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonunu takiben TNF-o ve IL-1’in up-
regiilasyonu ile de eksprese olmaktadir. Yapilan calismalar, bu sitokinlerin kronik
gastritte lokal olarak iretildigini gdstermistir. In vitro ¢alismalar hem LPS pozitif ve
hem de LPS negatif yiizey komponentlerinin periferal monositlerden sitokin salimini
indiikledigini gostermistir. Akut infeksiyonda noétrofil infiltrasyonu ve epitelyal hasar
genellikle VacA kaynakli olup, bakteriyel iirlinlerin mukozaya gecisini ve mukozal
makrofajlardan  sitokin  salinimin1  saglamaktadir.  Helicobacter  pylori
inflamasyonunda primer immiin yanitta gorevli olan 6nemli hiicrelerden biri de NK
hiicreleridir ve bakterinin periferal kan lenfositleri ile etkilesimi sonucunda MHC

bagimsiz NK hiicre aktivasyonunu ve interferon-y (INF-y) salimini indiiklenmektedir.
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NK aktivasyonu ve INF-y indiiksiyonu ise, antijen bagiml fagositlerin aktivasyonuna
ve Thlstimiilasyonuna yol acarak inflamatuvar yaniti tetikler (151).

Helicobacter pylorinin gastrik mukozadaki etkisine ek olarak, konake1
inflamatuvar yanit1 da gastrik hastaliklarin gelisimine 6nemli etkilerde bulunmaktadir.
Inflamasyon DNA hasari, proliferasyon artis1 ve sitokinlerden ve biiyiime faktdrlerden
zengin bir ¢evre olusturarak karsinojeneze yatkinligi artirmaktadir. Helicobacter
pylori infeksiyonu nétrofil, lenfosit, plazma hiicreleri ve makrofajlarin aktive
olmalarma yol agan inflamatuvar yamti indiiklemektedir. Ornegin; bir nétrofil ve
lenfosit aktive edici kemotaktik sitokin olan IL-8’in gastrik epitelyal hiicrelerce
sekresyonu bakterinin kolonizasyonu ile artmakta; yine CagA pozitif zincirlerce
infeksiyon konakg¢ida ¢ok daha ciddi inflamatuvar yanita yol agmaktadir. Helicobacter
pylori infeksiyonu sonrast TNF-a, INF-y ve IL-1 gibi sitokinlerce indiiklenen
inflamatuvar COX ve COX-2 diizeylerinde artig meydana gelmektedir. TNF-o ve IL-
10 polimorfizimi tiizerine yapilan caligmalarda, IL-1 polimorfizmi ile birlikte
Helicobacter pylori infeksiyonunun gastrik kanser gelisimi riskini 6nemli derecede
arttirdi@r bildirilmistir. Ayni1 sekilde, IL-8 polimorfizmi olan bireylerde gastrik kanser
gelisimi orani ¢ok daha yiiksek oldugu gosterilmistir (14).

Helicobacter pylori infeksiyonunda Th-1 hiicreleri selektif olarak artmaktadir.
INF-y ve TNF-a gibi sitokinlerin Th-1 hiicrelerinden proinflamatuvar sitokinlerin
salmmmin1 ve bakterinin indiikledigi apoptozu artirdigr gosterilmistir. Yapilan
caligmalarda, Helicobacter pylori infeksiyonunun epitelyal hiicrelerde Fas
expresyonunu artirarak gastrik mukoza hasari, T hiicre infiltrasyonu ve Fas/Fas ligand
interaksiyonu yoluyla gastrik epitelyal hiicrelerde apoptozu indiikledigi tespit
edilmistir. Helicobacter pylori infeksiyonu sirasinda gastrik epitelyal hiicrelerde
meydana gelen apoptozun bakterinin sitotoksinleri ile dogrudan olarak
indiiklenebilecegi ya da konakg¢r immiinitesi nedeniye ortaya ¢ikabilecegi ileri
stiriilmiistiir (150).

Helicobacter pylori nin hem humoral hem de primer immiin yanit1 indiikledigi
ve IgA, I1gM ve IgG izotiplerini igeren lokal ve sistemik antikor yanitina yol agtig
gosterilmistir. Helicobacter pylori, 6zellikle mukus tabakasina yerlesen non-invaziv
bir bakteri olmasina ragmen, yapilan in vitro ve in vivo calismalarla mide lamina

propiasina da invaze olabildigi, lamina propianin mikro damarlarindaki eritrositlere
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tutunabildigi ve yine lamina propriadaki immiin hiicrelerle dogrudan temasa
gecebildigi gosterilmistir. Ozellikle lamina propiadaki immiin hiicrelerle olan dogruan
temasinin gastrit ve gastrik kanser gelisimine predispozan oldugu iddia edilmistir.
Lamina propiada yer alan makrofajlar ve monositler Helicobacter pylori-derive
tirtinlere ve bakteri ve mukozanin dogrudan temasi sonucu epitelyal hiicrelerden gelen
sinyallere verilen primer yanittir. Diger patojenlere yanitta oldugu gibi Helicobacter
pylori infeksiyonunda da adaptif immiinitenin aktivatorii olarak IL-12 salgilayarak ve
Th-1"leri stimiile ederek IFN-y gibi sitokinlerin salimini saglarlar. Bakterinin NAP,
IL-12 ve IL-23’tin notrofil ve monositlerden salinimini uyararak Th-1’in
polarizasyonunu sagladigr bildirilmistir. Gastrik mukozada IL-12 iretimi ve
dolayisiyla Th-1 stimiilasyonunun CagA pozitif Helicobacter pylori ile infekte olma
durumunda gastrik iilser gelisimi ile yakin baglantilidirr. Nétrofiller gibi makrofajlar
da IL-6, IL-1 ve TNF-a salimimi ile Helicobacter pylori infeksiyonunda etkin rol
oynamaktadirlar ve 6zellikle IL-6 salinimi, Toll benzeri reseptor 4 (TLR-4), MAP
kinaz ve NF-kB gibi sinyal yolaklarinin aktivasyonuna yol agmaktadir (81).
Makrofajlarin aktivasyonu sonucu salian IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a, INF-y ve
IL-1b gibi Helicobacter pylori infeksiyonu ile meydana gelen immun reaksiyonlar ve
bakteri ile gelisen gastrik patojenezi yoneten mediatorler ile birlikte T-hiicre
infiltrasyonu ile salinan CD45RO+, CD69+, CD4+ T hiicreleri bu siirecte etkin rol
oynarlar (150,151).

Yapilan aragtirmalar Th-1 cevabinin 6zellikle Helicobacter pylori-dendritik
hiicre etkilesimi sonucunda indiiklendigini gostermistir. Yapilan in vitro ¢aligmalarda
dentritik hiicrelerle kokiltiirii yapilan Helicobacter pylori’nin IL-12 {iretimini ve
olgunlagmasini indiikledigi tespit edilmistir. Bu etkinin 6zellikle cagPAI adaciklanin
varligina kismen de olsa baghh oldugu disiiniilmektedir. Bakterinin Th-1 yanit1
downregiile edebildigi ve boylece kendini koruyabildigi de 6nerilmistir. Helicobacter
pylori, ayn1 zamanda mononiikleer hiicrelerdeki Th-1 hiicrelerinin polarizasyonunu
azaltan COX-2’yi de aktive edebilmektedir (85).

Stromal ve myeloid hiicrelerin Helicobacter pylori’ye karsi primer immiin
yanitlarindaki temel amag bakteri kolonizasyonunun engellenmesi olup, bu interldkin
8 prekiirsorii (CXCL8) gibi kemokinlerin salgilanmasi ile dolayli olarak ya da ROS ve

nitrik oksit (NO) gibi antimikrobiyal efektorlerin salinimi ile dogrudan olabilmektedir.
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CXC kemokin ailesinin bir iiyesi olan ve myeloid ve epitelyal hiicrelerce primer
immiin yanitta tiretilen CXCLS8, inflamasyonun major mediatorleri olup notrofil ve T
hiicrelerinin kemotaksisini saglarlar. Buna ek olarak, vaskiiler EGF ekspresyonunu
stimiile ederek potent bir anjiojenik faktor olarak etki gosterir. Ayrica, hiicre
proliferasyonunu ve canlilifini artirir, epitelyal-mezensimal donilisim (EMT)’yi
potansiyelize eder ve tiimor alanindaki immun hiicrelerini aktive eder (148,152) .
Helicobacter pylori pozitif gastrik biopsi 6rnekleri ile yapilan ¢alismalarda epitelyal
hiicrelerde ve makrofajlarda CXCLS8’in artis gosterdigi bulunmustur. CXCL8’deki
artisin CagA pozitif Helicobacter pylori ile infekte olan 6rneklerde dikkat c¢ektigi;
gastrik kanserli Helicobacter pylori pozitif hastalarin serum Orneklerinde gastrik
kanseri olmayan Helicobacter pylori pozitif hastalara gore ¢ok daha yiiksek oldugu
bulunmustur. Elde edilen verilere gére CXCL8’ in gastrik kanser olusumu, gelisime
hizi ve yayilmasi agisindan kritik role sahip oldugu iddia edilmistir. Epitelyal
hiicrelerle etkilesime girerek CXCLS8 iiretimini stimiile eden Helicobacter pylori
infeksiyonunda T4SS sistemi de kritik role sahiptir. Peptidoglikan ve DNA gibi ¢esitli
bakteriyel komponentler T4SS sistemi ile konake1 hiicreye aktarilmasina ve immiin
yanitin olusturulmasinin yani sira, CagA pozitif suslarda CagA’nin fosforilasyonu
yoluyla CXCLS8’in iiretimini stimiile ettigi belirlenmistir. CagA pozitif Helicobacter
pylori ile infekte bireylerde CagA negatif Helicobacter pylori ile infekte bireylere gore
cok daha yiiksek oranda CXCLS iiretiminin meydana geldigi gosterilmistir (153).
Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarla gastrik karsinojenez gelisiminde konak
genetik faktorlerinin dnemli bir faktér oldugu kabul edilmistir. Konagin infeksiyoz
ajana cevabi ile kronik infeksiyonun yogunlugu ve gastrik kanser gelisimi arasinda
yakin bir baglanti bulunmaktadir. Ailesel olarak goriilen gastrik kanserli hastalarda
yapilan c¢aligmalarda bu ailelerdeki bireylerin ¢ogunlugunda Helicobacter pylori
infeksiyonu ile birlikte gastrik atropi gibi prekanseréz lezyonlarin bulundugu
gozlenmistir. Ayni ¢aligmada, IL-13 polimorfizmi ile gastrik kanser gelisimi arasinda
yakin iliski bulundugu gosterilmistir. IL-1f3 bir Thl sitokini olup proinflamatuvar
molekiildiir ve Helicobacter pylori ile infekte bireylerde artis gosterir. IL-1p gen
kiimesi IL-1 ve IL-1RN den olusur ve IL-1p artisina ya da azalisina yol agan ¢ok
sayida polimorfizim igerir. Calismada ayrica interlokin 1 reseptor-antagonist (IL-1R),

IL-10 ve TNF-a polimorfizmlerinin de etkili oldugu bildirilmistir (154). Insan
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sitokinlerindeki gen polimorfizimi Helicobacter pylori ile temastan sonra hiicrelerce
tiretilen sitokin diizeylerine etki etmektedir. IL-1B ve IL-1RN polimorfizimlerinin
Helicobacter pylori ile infekte bireylerde IL-1p’nin gastrik mukozadaki diizeylerinde
artisa neden olarak inflamasyon seviyelerini artirdigi bilinmektedir. Polimorfizmler
ayni zamanda gastrik atropi, aklorhidri, intestinal metaplazi ve gastrik adenokarsinoma
gelisimde risk artisina neden olmaktadirlar (85).

El-Omar ve ark. (2000)' nin yaptiklar1 bir caligmada, Helicobacter pylori ile
infekte IL-1B polimorfiziminin yiiksek oranda eksprese oldugu bireylerde, IL-1
ekspresyonunun sinirli oldugu bireylere gore hipoklorhidri, gastrik atropi ve gastrik
adenokarsinoma gelisiminin daha yiiksek oranda oldugu gosterilmistir (155).
Helicobacter pylori ile infekte Mogol fareler ile yapilan bir ¢alismada ise, bakteri
maruziyeti sonrasi 6 ila 12. haftalarda IL-1f diizeylerinin artig1 ve buna gastrik asit
sekresyonunda azalmanin eslik ettigi gosterilmistir. Buna karsilik IL-1RN
verilmesiyle gastrik asit seviyeleri normal seviyelere donmiis ve 1l-1B' nin inflame
mukozada esas modiilatér oldugu one siiriilmiistiir. Onemli bir proinflamatuvar olan
IL-1p asit sekresyonunun potent bir inhibitoriidiir. Hem Helicobacter pylori, hem de
polimorfizm kaynakli upregiilasyonu gastrik kanser gelisiminde Onemli rol
oynamaktadir (155). IL-1B’nin diizenlenmesindeki bozukluklar 6zellikle IL-13-31
(T—=C) ve IL-1B-511 (C—T) polimorfizmi gastrik kanser gelisimi ile yakindan
baglantilidir. Yapilan bir ¢aligmada intestinal metaplazili hastalarda IL-13-511 (C—T)
polimorfizimi tespit edilmistir. Bu polimorfizimin ayn1 zamanda displazi prevalansi
ile de orantili olup, IL-1p T allellerinin premalign gastrik lezyonlarla baglantili oldugu
diistiniilmektedir. Ancak bu polimorfizimler Helicobacter pylori infeksiyonu ile
tetiklenen intestinal tip gastrik kanserlerde goriilmesine ragmen diffiiz tip gastrik
kanserlerde goriilmemektedir. IL-1f polimorfizimi gastrik asit sekresyonunu
baskilayan IL-1f iretimini artirmaktadir ve Helicobacter pylori ile infekte
bireylerdeki atropi diizeyi ile yakin baglantilidir. Tiim bunlara ek olarak Helicobacter
pylori infeksiyonu IL-1p sekresyon seviyelerinin artigina yol agmakta ve asit salimini
azaltmaktadir. 1L-1B-511 t/t polimorfizmi ve Helicobacter pylori infeksiyonunun
kombinasyonunun gastrik kanser gelisiminde diger kanserojen ajanlara gore ¢ok daha

etkili oldugu, Helicobacter pylori infeksiyonunun inflamasyon ve gastrik hiicreler



49

tizerindeki gastrik atropi ve hipoklorhidri gibi etkileriyle gastrik kanser olusumuna yol

acan IL-1p ekspresyonunu tetikledigi ileri stirtilmiistiir (10)
2.3.2. Helicobacter pylori ve reaktif oksijen bilesikleri

Inflamasyonun en karakteristik 6zelliklerinden biri de konak savunmasi
sirasinda infekte dokunun biiyiik miktarlarda ROS {ireten notrofiller ve makrofajlarca
istilasidir. Oksidatif stresin tiimor olusumunda etkin rol oynadigi ve ROS’un
onkogenlerin ekspresyonunu artirdigt ve hiicre proliferasyonunu stimiile ettigi
bilinmektedir. Yapilan in vivo ¢alismalarda Helicobacter pylori ile infekte bireylerde
ROS diizeylerinin yiikseldigi ve oksidatif DNA hasarinin artti1 gosterilmistir. Ayrica
yapilan in vitro ¢alismalarda da Helicobacter pylori’nin kendisinin de ROS sentezini
indiikledigi bildirilmistir. Obst ve ark. (2000) nin yaptiklari invitro bir ¢alismada AGS
ve HMO2 olmak iizere 2 tiir gastrik adenokarsinoma hiicre serisi 24 saat boyunca
Helicobacter pylori ile inkiibe edilmis ve ROS, DNA sentezi, apoptozis indiiksiyonu
ve DNA onarim mekanizmalar1 agisindan incelenmistir. Calismanin sonucunda
Helicobacter pylori’ nin ROS sentezini indiikledigi, GSH seviyelerinde azalmaya,
DNA fragmantasyonunda ve DNA sentezinde artisa neden oldugu gosterilmistir (156).
Yine yapilan epidemiyolojik arastirmalarda, Helicobacter pylori pozitif hastalar ile
Helicobacter pylori negatif hastalardan elde edilen gastrik biopsi Ornekleri
kemiluminisans metodla incelenmis ve ROS olusumunun Helicobacter pylori pozitif
bireylerde anlamli derecede arttigi gosterilmistir (132). Helicobacter pylori ile
infeksiyonun ardindan olusan ROS/RNS gastrik mukozada hasara yol acabilmektedir
(117). Yine Helicobacter pylori nin kendi tirettigi Oz ve “OH ‘nin de gastrik epitelyal
hasara neden oldugu bilinmektedir. Yapilan ¢alismalar NO’nun Helicobacter
pylori nin kendi irettigi O ile reaksiyona girebildigini ve bu reaksiyon sonucunda
inflamatuvar hiicrelerce sentezlenen nitrik oksit radikali (NO)’nin antibakteriyel
etkisinin inhibe olabildigi gosterilmistir (12). Helicobacter pylori, nétrofilik
infiltrasyonla aktif inflamasyonu indiikleyebildigi gibi lenfosit, monosit ve plazma
hiicrelerinin infiltrasyonu ile de kronik inflamasyonu tetikleyebilmektedir. Notrofil ve
monositlerin aktivasyonu ile bu hiicrelerin Oz .-, H202 ve ‘OH iiretiminde goriilen artig
Helicobacter pylori ile infekte gastrik mukozada oksidatif hasara yol a¢gmaktadir
(157,158).
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Stromal ve myeloid hiicrelerce patojenik bakterilere kars1 iiretilen
indiiklenebilir ROS olusumunun temel amaci patojenlerin gelisiminin sinirlanmasidir.
Buna karsilik siirekli ROS iiretiminin hiicre sinyal sistemini bozdugu, DNA hasarina
yol agtig1 ve sonug olarak karsinojenez gelisimine zemin hazirladig da bilinmektedir.
Helicobacter pylori infeksiyonunda NOX ve spermin oksidaz (SMOX) olmak tizere
ROS olusumuna yol agan 2 ana yolak tamimlanmistir. Helicobacter pylori
infeksiyonunda NOX1 ve NOX2, 2 temel NADPH oksidaz enzimleri olup NOX1
gastrointestinal sistemde yiiksek oranda exprese edilirken, NOX2 immiin hiicrelerde
yiiksek miktarlarda bulunmaktadir. SMOX ise epitelyal hiicrelerde ve makrofajlarda
eksprese edilir ve bir biojenik poliamin olan sperminin oksidasyonu araciligi ile
hidrojen peroksit sentezler (148,153,159). NOX1 normal dokularda yiiksek miktarda
eksprese edilmemesine ragmen, in vivo ve in vitro ¢alismalar Helicobacter pylori’ nin
bu enzimi indiikledigini gostermektedir. NOX1’i kodlayan genlerin ve bunlarin bir
tirtinii olan NOXO1 proteinin intestinal ya da diffiiz tip gastrik kanserli Helicobacter
pylori pozitif dokularda upregiile edildigi ve normal gastrik dokularda bulunmadigi
gbsterilmistir (148,159). In vitro ve in vivo caligmalar, sperminin SMOX enzimi ile
oksidasyonunun CagA indiiksiyonlu apoptoz ve DNA hasarinda kritik role sahip
oldugunu gostermistir. Helicobacter pylori ile infekte gerbil ve farelerde DNA
hasarmin CagA kaynakli oldugu ve sadece SMOX eksprese eden epitelyal hiicrelerde
meydana geldigi belirlenmistir. Ote yandan siRNA aracili SMOX’nun inhibisyonu
epitelyal hiicrelerde CagA ile indiiklenen apoptozu ve DNA hasarin1 engelledigi de
gosterilmistir (121).

Helicobacter pylorinin neden oldugu uzun siireli kronik inflamasyonun
gastrik mukozada yiiksek oranda ¢ogalma kapasitesine sahip gastrik bez kok
hiicrelerinde mutajenik ve karsinojenik gen modifikasyonlarina neden olabildigi
gosterilmis ve bakterinin neden oldugu oksidatif stresin gastrik kanser gelisimine

neden olan major faktorlerden biri oldugu iddia edilmistir (158-160).
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2.3.3. Helicobacter pylori -DNA Hasarlari

Helicobacter pylori'nin Konak¢i Genomunda Neden Oldugu Genetik
Degisiklikler

Gastrik karsinojenez, major etyopatojenik faktorii Helicobacter pylori olan
kronik inflamasyonun indiikledigi ¢cok faktorlii, ¢ok basamakli bir siiregtir ve bu
stiregte oksidatif DNA hasar1 etkin rol oynamaktadir. Helicobacter pylorinin
tetikledigi mekanizmalar sonucunda meydana gelen hiicre hasar sitotoksinlerin, lipaz
ya da fosfolipazlarin ya da {ireaz aracili toksik amonyak salinimi ile olabilecegi gibi,
ayni zamanda PML’lerce salinan serbest radikaller araciligi ile de olabilmektedir.
Serbest radikallerin olusumu kronik gastrit ve gastrik kanser gelisimdeki siirecte en
Oonemli basamaktan birini olusturmaktadir (133).

Serbest radikaller ya da reaktif oksijen tiirleri (ROS) diisiik molekiil agirligina
sahip olan; niikleik asitler de dahil olmak {izere birgok biyolojik molekiilde hasara yol
acan reaktif molekiillerdir ve karsinojenez gelisiminde etkin rol oynamaktadirlar
(161). ROS, DNA oksidasyonu yolu ile, baz oksidasyonuna, abazik alanlarin meydana
gelmesine, deoksiriboz sekerlerin oksidasyonuna ve SSB veya DSB olusmasina ve
tiim bunlara ek olarak timor siipresor gen ekspresyonunda azalma ve protoonkogen
ekspresyonunda artiga neden olarak kanser gelisimine zemin hazirlamaktadir (162).
Niikleer ve mitokondrial DNA’da serbest radikallerin olusturdugu, sonrasinda SSB ve
DSB’ye neden olan, en yaygin oksidatif hasar deoksiguanozinin okside formu olan 8-
OHdG’dir ve oksidatif stres ve karsinojenezde yaygin olarak kullanilan bir
biyogostergedir (158, 163).

Deoksiguanozinin oksidasyonu karsinojenez gelisimine mutasyonlarin
indiiksiyonu ve gen ekspresyonundaki degisiklikler ile meydana gelmektedir. 8-OHAG
olusumu karsinojenezi tetikleyen G—T transversiyonuna neden olabilmektedir.
Yapilan pek ¢ok ¢alisma kronik Helicobacter pylori infeksiyonunun 8-OHdG’nin
olusumuna yol ac¢tigin1 géstermistir. Farinati ve arkadaslar tarafindan 27 kronik non-
atropik gastritli, 41 atropik gastritli, 6 gastrik kanserli Helicobacter pylori ile infekte
hasta ve 14 tanede kontrol olmak tizere 88 hasta drnegi ile yapilan ¢alismada 8-OHdG
diizeyleri HPLC ile ve TBARS konsantrasyonlari ise fluorimetrik yontemle

Olctilmiistiir. SOHAG konsantrasyonlarinin kronik atropik gastritli hastalarda anlamli
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derecede yiiksek oldugu ve Helicobacter pylori infeksiyonu ile ciddi derecede
korelasyon gosterdigi, ayni sekilde TBARS konsantrasyonlarinin da atropik gastritli
hastalarda yiiksek oldugu tespit edilmistir. Calismanin sonununda kronik gastritin
mutajenik ve karsinojenik potansiyele sahip oksidatif DNA hasarina sahip oldugu ve
Helicobacter pylori infeksiyonun DNA adduct olusumunda major etken oldugu iddia
edilmistir (133). Arabiski ve ark. (2005)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada 22 adet
Helicobacter pylori infekte hastadan alinan gastrik biopsi 6rnegi Comet yontemi ile
incelemis ve kontrol grubuna gore anlamli derecede yliksek DNA kiriklar
olusumunun gergeklestigi belilenmistir (164). Nishibayashi ve ark. (2003)’nin
yaptiklart baska bir ¢alismada, Helicobacter pylori pozitif hastalarin gastrik mukoza
ornekleri ile Helicobacter pylori negatif hastalarin gastrik mukoza Ornekleri
karsilastirilmis yine 8-OHAG seviyelerinin Helicobacter pylori pozitif hastalarda
anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir (165). Ma ve ark. (2004)’nin
immiinohistokimyasal metot kullanarak yaptiklar1 bir ¢alismada ise, Helicobacter
pylori’nin 8-nitroguanin olusumunu indiikledigi belirlenmistir. Ayrica, Helicobacter
pylori ile infekte gastrik bez hiicrelerinde gastrik kanser i¢in bir prognostik faktor olan
proliferatif hiicre niiklear antijen (PCNA) akiimiilasyonunun meydana geldigi, 8-
nitroguanin ve 8-okzodG nin diizeylerinde 6nemli artis oldugu gosterilmistir (166) .
Klinik ve epidemiyolojik ¢alismalar gastrik karsinojenezin Helicobacter
pylori’nin neden oldugu mukozal hasar ve yiiksek ROS {iretimi ile baglantili oldugunu
gostermistir. VagA, CagA gibi bakteriyel toksinler ve nétrofil infiltrasyonu mukoza
hasar1 ve ROS/NOS iiretimi genetik instabiliteye neden olabilmektedir. Helicobacter
pylori infeksiyonu gastrik inflamasyon ve karsinojenez siirecinde SSB ve DSB’lere
neden olabilmektedir (167). DNA hasarlari i¢inde en tehlikelisinin DSB’ler oldugu
bildirilmistir. DSB’lerin biyolojik a¢idan 6nemi diger DNA hasarlarina oranla
onarimlariin ¢cok daha karmasik ve gili¢c olmasindan kaynaklanmaktadir. Kiritlan DNA
pargalarinin yeniden yapismasinda olusan hatalar sonucu kromozom materyalinde
kayip, kromozom parcalarimin eslesmesinde hata vb. mutasyonlar meydana
gelebilmekte ve 6zellikle tiimor supresor genlerde ya da protoonkogenlerde olusan bu
tiir mutasyonlar tiimor gelisimine yol agabilmektedir (168). Endojen veya ekzojen
kaynakl1 olarak meydan gelen DSB, onarilmadiginda hiicre 6liimiine ya da genomik

instabiliteye yol agabilir. Somatik hiicrelerde meydana gelen DSB, kanser olusumuna
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neden olurken; reprodiiktif hiicrelerde kalici mutasyonlara veya kromozomal
anomalilere yol agmakta, gelisim siirecinde ise gelisimsel anomalilere neden
olmaktadir (169).

Helicobacter pylori konak¢i genomunda DNA kiriklarr olusturabilmektedir.
ROS varliginda ya da yoklugunda DSB’lerin bir sonucu olarak infekte gastrik mukoza
hiicrelerinde H2AX’in fosforilasyonu gergeklesebilmekte ve yH2AX meydana
gelebilmektedir. Helicobacter pylori kronik infeksiyonunun DSB’ye yol agtigina dair
literatlirse az sayida calisma vardir (13). Sentani ve ark. (2008)’nin yaptiklar1 bir
caligmada gastrik malignite derecesi ile yYH2AX ekspresyonu arasinda bir korelasyon
oldugu, YH2AX ekspresyonunun gastrik kanserli mukozal epiteyal hiicrelerde
nonneoplastik gastrik mukozal epitelyal hiicrelere gore anlamli derecede yliksek
oldugu gosterilmistir (170). Xie ve ark. (2014)’nin yaptiklar1 bir calismada 320 kronik
gastritli, intestinal metaplazili ve gastrik karsinojenizli hastadan alinan gastroduodenal
biopsi Ornekleri immiinohistokimyasal ve Western blot teknikleri ile g¢alisilmis,
YH2AX’in epitelyal hiicre ¢ekirdeklerinde akiimiile oldugu ve gastrik karsinoma
hiicrelerinde tiimor lokalizasyonu, farklilanmasi ve lenfoid bez metastazi gibi ¢esitli
patolojik 6zellikleri ile korole olarak ekspresyonun arttig1 gosterilmistir (171). Yabuki
ve ark. (1997)’nin 35 Helicobacter pylori ile infekte total ya da kismi gastroektomi
yapilmis, intestinal adenokarsinomali hasta Ornekleriyle SSB ve DSB’lerin
belirlenmesi amaci ile yaptiklar1 bir ¢alismada geri doniissiiz DNA fragmantasyonu,
SSB ve DSB’ler birlikte apoptoza giden hiicreler tespit edilmis ve Helicobacter pylori
infeksiyonunda intraepitelyal notrofil infiltrasyonunun mukozal hasara ve
karsinojeneze anlamli derecede etkisi oldugu ileri stirtilmiistiir (167).

Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar sonucunda Helicobacter pylori viriilans
faktorlerinin de DNA hasarinda etkin rol oynadigim gdstermistir. Ozellikle CagPAI
ile kodlanan T4SS sisteminin DNA hasarina yol actig1 diisiiniilmektedir. Hartung ve
ark. (2015)’nin  yaptiklar1  bir c¢alismada T4SS in inflamasyon ve
karsinojenezgelisiminde etkin rol oynayan NF-«xB aktivasyonunu ve IL-8 salimini ve
buna paralel olarak da DSB’lerin olusumunu indiikledigi gosterilmistir (172). Koeppel
ve arkadaglarinin Helicobacter pylori nin indiikledigi DNA hasar ile ilgili yaptiklar
bir caligmada, insan adenokarsinoma hiicreleri (AGS) ve insan gastrik tubuler

adenokarsinoma hiicrelerinde (MKN74) Helicobacter pylori ile infeksiyonu
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sonucunda olusan YH2AX ekspresyon diizeyleri arastirilmistir. Inkiibasyondan 6 saat
sonra DNA DSB akiimiilasyon diizeylerinin ionize radyasyon ile 18 saat boyunca
maruziyet sonucunda ulasilan DNA DSB akiimiilasyon diizeyleri ile benzer seviyede
oldugu gozlenmistir. Calismada Comet yontemi ile AGS ve MKN74 hiicreleri
arasindaki DNA hasari1 karsilastirilmis ve AGS hiicrelerinde inkiibasyonun 6.saatinde
DNA hasan dikkat cekici diizeylere ulagirken MKN74 hiicrelerinde bu diizeye 18.
saatte ulasilmistir. Calismada aym1 zamanda Helicobacter pylori’nin hiicre siklusu
lizerine olan etkisi de arastirilmis ve Helicobacter pylori nin G1/S fazini durdurdugu
tespit edilmistir (173). Hanada ve ark. 2014 yilinda yaptiklar1 caligmalarda
Helicobacter pylori pozitif gastrik biopsi 6rneklerini incelemisler; bakterinin y-H2AX
akiimiilasyonu ile birlikte DSB olusumunu ve ataksi telenjiektazi mutant (ATM)
protein aktivasyonuna yol actigini gozlemlemislerdir. Caligmalarda CagA pozitif ve
CagA negatif Helicobacter pylori ile infekte gruplar da karsilastirilmis ve her iki
grupta da kromozom instabilitesinin meydana geldigi goriilmiistiir. Ayrica CagA
pozitif Helicobacter pylori ile infekte bireylerin CagA negatif Helicobacter pylori ile
infekte bireylerden 2 kat fazla gastrik kanser gelisme riskine sahip olduklar
gosterilmistir (12,174). Helicobacter pylori infeksiyonunun DNA hasari {izerindeki
etkisinin incelendigi bir caligmada ise Helicobacter pylori infeksiyonun konak
hiicrelerin genomik disintegrasyonuna ve DSB olusumuna yol agtig1 tespit edilmistir.
Primer ve transforme fare ve insan epitelyal ve mezensimal hiicrelerle yapilan bu
arastirmada, AGS  hiicrelerinde 6 saatlik inkiibasyonun ardindan DNA
fragmantasyonunun ve DSB olusumunun doz ve siire bagimli olarak arttig1 ve GSH
tilkketiminde artis oldugu gosterilmistir (13).

DNA oksidasyonunun basta baz oksidasyonu olmak iizere pek ¢ok tipte DNA
hasarina yol agtig1 bilinmektedir. Baz eksizyon onarim mekanizmasi basta 8-oxodG
olmak tizere okside bazlarin temel onarim mekanizmasidir. Calismalar Helicobacter
pylori’nin indiikledigi kronik inflamasyonun baz ekzisyon onarim mekanizmasi
eksikligine neden olan ROS/RNS ve sitokinlerde dikkat cekici artisa neden
olabildigini gostermistir (158). Kidane ve ark. (2014)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada
Helicobacter pylori infeksiyonunun oksidatif ve kiigiik baz hasarlarini1 indiikledigi ve
sonrasinda da abazik alanlarin artisina neden oldugunu gosterilmistir. Bu c¢alismada

insan normal gastrik epitelyal hiicreleri (GES-1) Helicobacter pylori ile 12 saat
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boyunca inkiibe edilmis, inkiibasyonun sonunda hiicre siklusunun tiim fazlarinda
ozellikle G1 fazinda y-H2AX pozitif hiicrelerinin yayildigi goézlenmistir. Buna ek
olarak, infeksiyon sirasinda genomik DNA’da yiliksek oranda apiirinik/apirimidik
(AP) alanlarinin olustugu ve yine genomik instabiliteye neden olan 8-okzoguanin
DNA glikosilazin (8-OGG1) yiiksek derecede eksprese oldugu tespit edilmistir (175).

Gastrik epitel hiicre ( - ""'\\*ﬁ

-
Inflamasyon j
1 miRNA’lerde degisiklikler
( Aberran hipermetilasyon l ]
1 ROS ve Kronik atropik
RNS dretimi gastrit Tiimor-assosiye
Onkogen Timor —— makrofajlarin ilgili bolgeye
aktivasyonu siipresor gen DNA kiriklari, DNA hasarinin geligi
kaybi akﬁmﬁlasvo'nu ve kr~onik ol o
onarim iglemleri
= i 1 l
+
Kanser olusumu Kanserin baglamasi

Sekil 2.7. Helicobacter pylori’nin konak¢1 genomundaki genetik ve epigenetik

mekanizmalar1 (176).

Helicobacter pylori 'nin Konak¢i Genomunda Neden Oldugu Epigenetik
Degisikler

Epigenetik  degisiklikler, DNA sekansini etkilemeyen ancak gen
ekspresyonunu ve kromozom yapisini etkileyen degisikliklerdir. Baslica epigenetk
degisiklikler, histon modifikasyonlart ve DNA metilasyon ile olusan degisikliklerdir
(177) (Sekil 2.7).

DNA metilasyonu insan genomundaki en yaygin epigenetik degisimlerden
biridir. DNA metilasyonu baslica niikleotitleri etkiler; c¢ogunlukla CpG
diniikleotitlerinin olusmasina yol agan sitozinin ve takibinde guanozinin metilasyonu
ile meydana gelmektedir. Gastrik kanserlerde promoter gen metilasyonu kanser

gelisimini tetikleyen en 6nemli faktor olup, onkogenlerin ve kanser ile iliiskili genlerin
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hipometilasyonu tiimorogenez, progresyon ve metastaz ile baglantilidir. Diger
taraftan, CpG adaciklarinin hipermetilasyonu tiimor suppesor genlerde, pro-apoptotik
genlerde ve DNA onarim genlerde baskilanmaya yol agmaktadir (178).

Pek ¢ok in vitro ve in vivo galisma sonucunda Helicobacter pylori infeksiyonun
dogrudan ya da epigenetik yollarla genetik instabiliteye neden oldugunu gostermistir.
Helicobacter pylori infeksiyonu DNA metilasyonu, miRNA bagimli post
transkripsiyonel baskilanma ve histon modifikasyonu gibi pek cok epigenetik
degisimlere yol agabilmektedir (12) .

Yapilan ¢aligmalarda aberan metilasyon kalibinin Helicobacter pylori
infeksiyonu ile baglantili oldugu gdsterilmistir. Maekita ve ark. (2006) yaptiklart bir
caligmada non-kanser6z gastrik mukozada Helicobacter pylori infeksiyonun DNA
metilasyonu lizerindeki etkisini kantitatif olarak 6l¢miisler ve gastrik kanser gelisme
riskini degerlendirmiglerdir. Calismanin sonunda bakteri infeksiyonunun non-
kanser6z mukozada ¢oklu CpG alanlarinda metilasyonu indiikledigi ve gastrik kanser
gelisiminde risk faktorii olabilecegi rapor edilmistir (179,180). Kang ve ark.
(2003)’n1n yaptiklar bir caligmada ise, gastrik kanserli ve kronik gastritli hastalardan
alian 27 gastrik biopsi 6rnegi incelendiginde gastrik kanserli hastalarda belirlenen
metillenmis genlerin miktarmin kronik gastritli hastalarin o6rneklerine gore ¢ok daha
yiiksek oldugu, RUNX3 ekspresyonunun promotor metilasyonu ile yakin baglantili
oldugu gosterilmistir (181).

Histon proteinleri, hiicre ¢ekirdeginde dinamik kromatin yapisinin
diizenlenmesine ve devamina katkida bulunan, genlerin aktivasyonunu ya da
inhibisyonunu etkileyen, DNA onarim mekanizmasi ve diger birgok prosesde gorev
alan proteinlerdir. Kovalan histon modifikasyonlarindan en 6nemlisi lizin residiilerinin
asetilasyonu olup, histonasetil transferaz (HAT) enzimleri ile diizenlenmektedir.
HAT’lar lizin yiiklerinin nétralizasyonu ile ve dolayisiyla transkripsiyonun ardagik
aktivasyonu ile olusan DNA ve histon arasindaki etkilesimin zayiflamasina yol acar.
Histondeasetilaz (HDAC) enzimleri ise, bunun tam tersi lizin rezidiilerinin
deasetillenmesini, kromatinin baskin duruma gelerek tiimoér supresdr genlerin
baskilanmasina ve sonug¢ olarak kanser gelisimine neden olabilirler (182). Histon
modifikasyonlar1 gastrik kanser gelisimde aktif rol oynamakta olup, Helicobacter

pylori infeksiyonunun histon modifikasyonlari {izerindeki etkisi ile ilgili yapilan bir in
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vitro calismada gastrik epitelyal hiicre serisi ve primer gastrik hiicrelerde Helicobacter
pylori’nin p21WAFL ekspresyonuna neden oldugu gosterilmistir (180). Helicobacter
pylori’nin histon modifikasyonu etkisi ile ilgi yapilan diger bir in vitro ¢alismada ise,
Helicobacter pylori’nin cagPAI bagli olarak H3’lin deasetilasyonuna ve
defosforilasyonuna yol actig1 gosterilmistir (182)

Helicobacter pylori nin indiikledigi karsinojenezde tiimor supresor genlerinde
meydana gelen metilasyon ve asetilasyon kaliglarindaki degisimler biliyiikk 6nem
tagimaktadir. Arastirmalar COX-2, E-cadherin, p16 ve RUNX3 gibi pek¢ok genin
bulundugu CpG adaciklardaki metilasyonunun gastrik kansere neden oldugunu
gostermistir (181,183). Katayama ve ark. (2009)’nin yaptiklar bir calismada, MKN45
insan gastrik hiicre serisi Helicobacter pylori ile infekte edildikten sonra infeksiyonun
RUNX3 geninde metilasyona ve sonrasinda da ekspresyon kaybima yol agtigi
gosterilmistir (184). Helicobacter pylori nin DNA metilasyonuna iizerine etkisinin
degerlendirildigi bir bagka ¢alismada, ise E-cadherin ekspresyonu yapan CDH1
geninde de metilasyon meydana geldigi ve bu metilasyon derecesinin kontrol grubuna
gore Helicobacter pylori ile infekte bireylerde ¢ok daha yiiksek oldugu bulunmustur
(185). Huang ve ark. (2012)’nin yaptiklar1 bir ¢calismada ise, Helicobacter pylori
infeksiyonu ile indiiklenen IL-1p aktivasyonunun E-cadherin’in promotor bolgesinin
metilasyonunda etkin rol oynayabilecegi gdsterilmistir (186).

Helicobacter pylori ile olusan inflamatuvar yanit, oksidatif DNA hasar1 ve
hiicre siklusunda degisiklerin yani sira DNA onarim mekanizmasini da etkilemekte ve
DNA onarim proteinlerinde yol actigi mutasyonlar kanserojenez gelisimine neden
olmaktadir. Yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalar Helicobacter pylori infeksiyonunun
DNA hasar1 onarim mekanizmasinda epigenetik degisimlere de neden oldugunu
gostermistir (187,188).

DNA hasarinin onariminda baz eksizyon onarimi (BER), niikleotit eksizyon
onarimi1 (NER), MMR ve ¢ift zincir kiriklar1 onarimi (DSBR) olmak {izere 4 ana
onarim mekanizmasinin oldugu bilinmektedir (189). Helicobacter pylori
infeksiyonunun DNA onarim mekanizmalarinin etkilerini  azalttigi ve gastrik
karsinojenez olusumuna neden olan mutasyon ve genomik instabilitelere yol agtigi

yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (180,190-192).
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Daha o6nde de belirtildigi tizere, Helicobacter pylori 8-okzodG, SSB ve
DSB’ye doniigebilen AP alanlarve DNA c¢apraz baglalar1 da dahil birgok farkli tip
DNA hasarina yol acabilmekte ve bu tip degisimler basta BER olmak iizere birgok
onarim mekanizmasi ile diizeltilebilmektedir. Meira ve ark. (2008)’nin BER defekti
olan hiicrelerle yaptiklart bir ¢alismada, Helicobacter pylori infeksiyonunun
inflamatuvar yanitin artirmasinin bir sonucu olarak ROS ve tiimdr promotor
sitokinlerde artis meydana getirdigini gostermislerdir (193). Yine yapilan ¢alismalar
Helicobacter pylori infeksiyonunun DNA’da AP alanlarin akiimiilasyonuna neden
oldugunu; bunun da genomik instabilite ve hiicresel tarnsformasyonla sonuglanan
DNA DSB’na yol actig1 gosterilmistir (175,180). Yapilan ¢alismalar, Helicobacter
pylori infeksiyonu ile indiiklenen ROS’un epitelyal hiicre hatlarinda ve mukozal biopsi
orneklerinde AP endoniikleaz 1 (APE1) protein ve mRNA diizeylerini arttirdigi,
infekte hiicrelerin DNA onarim genlerinde de oksidatif hasara neden oldugunu
gostermistir. Futagami ve ark. (2008) nin Helicobacter pylori ile infekte gastrik biopsi
ornekleriyle infekte olmayan gastrik biopsi drneklerini karsilastirdiklari bir ¢aligmada,
APE-1 ekspresyonunun infekte dokularda ¢ok daha yiiksek oldugu bulunmus ve APE-
1 in Helicobacter pylori pozitif inflamatuvar ve neoplastik gastrik hastaliklarinda etkin
rol oynadigi iddia edilmistir (194)

Yanlis eslesme onarimi, DNA onarim mekanizmalarinin en 6nemlilerinden biri
olup, dogru islememesi veya az caligmasi genomik stabiliteye yol acabilmektedir.
Helicobacter pylori infeksiyonunun DNA yanlis eslesme proteinleri 1,2 ve 6 (MLHI,
MSH2, MSH6) ve PMS protein homolog 1 ve 2 (PMS1 VE PMS2) gibi MMR’de rol
alan cesitli efektor proteinlerin ekspresyonlarini downregiile ettigi in vitro ve in vivo
caligmalarla gosterilmistir. Yine yapilan in vitro ve in vivo ¢aligmalarla MLH1’in
metilasyonunun CpG’nin promotdr bolgesinde artis gosterdigi, gastrik karsinomanin
progressiyonunda etkili oldugu ve bu metilasyonun direngli Helicobacter pylori
infeksiyonuna kismen bagli oldugu gosterilmistir (180,195) .

DNA’da olusan DSB’lerin baslica non-homolog u¢ baglama (NHEJ) ve
homolog rekombinasyon (HR)’den olusan iki mekanizmayla onarilmaktadir. NHEJ,
Ku70/80 ile baslatilirken, HR mekanizmast ATM ve serin/treonin-protein kinaz
(ATR) yollari ile baglatilmaktadir ve bundan dolay1 ATM/ATR ve Ku70/80 proteinleri

DNA onarim mekanizmasinda onemli role sahiptir. Hanada ve ark. (2014)’nin
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yaptiklart bir ¢alismada Helicobacter pylori infeksiyonda ATM proteinin aktive
oldugu, y-H2AX diizeylerinin arttig1 ve Helicobacter pylori nin indiikledigi DSB’lerin
ozellikle ATM bagimli yanitta kromozom aberasyonlarinin azaltilmasinda ya da
artirnlmasinda etkili olabilecegi ifade edilmistir. Caligmada aynt zamanda
Helicobacter pylori ile infekte dokularda, ATM, ATR, Ku proteinlerinin indiiklendigi;
hiicre siklusunda degisiklikler goriildiigii ve p53 aktivasyonunun gozlemlendigi
belirtilmistir. Helicobacter pylori infeksiyonunda viriilans faktorlerinin DSB
gelisiminde de Onemli etkiye sahip oldugu, CagA pozitif Helicobacter pylori
orneklerde CagA negatif Helicobacter pylori ile infekte 6rneklere gore ¢ok daha yogun
DSB’lerin meydana geldigi; ayrica CagA’nin RADS51’1 inaktive ettigi bildirilmistir
(196). Bae ve ark. (2013)’nin Mogol fareleriyle yaptiklari bir ¢calismada Helicobacter
pylori ile indiiklenen oksidatif stresin NEHJ ve HR tamir yolaklarini uyardigi, hiicre
siklusu arrestine ve apoptoza aracilik ettigi belirlenmistir (197).

Son yillarda yapilan epigenetik ¢alismalar Helicobacter pylori’'nin BER, MMR
ve DSBR ile iligkili onarim proteinlerinin ekspresyonlarin1 modiile ettigi ve malign
hiicre transformasyonuna doniisiimiine yol agtigin1 gostermektedir. Ancak, bu konuda

daha fazla ¢aligmaya gereksinim oldugu da diistintilmektedir (180).
2.4. inlamasyon-Kanser iliskisi

Infeksiyon nedenli kanser gelisimi mekanizmast ile ilgili ¢esitli mekanizmalar
ileri siirtilmistiir. Bunlardan ilki, enfeksiy6z ajanin konak hiicre ya da dokular
tizerindeki dogrudan etkisi yoluyladir. Bu olay Viral DNA’nin konak¢i DNA’sina
integrasyonu ile konak¢t DNA’sinda meydana gelen insersiyon, delesyon,
translokasyon ve amplifikasyon sonucu olusan konak¢i DNA’sindaki degisimlerle
gelisen karsinogenez seklinde gelisir (hepatit B viriisiiniin X-proteini ya da human
papilloma viriisiinin E6 ve E7 proteinleri gibi). Diger bir mekanizma;
immiinsupresyon yoluyla karsinogenez gelisimidir (kapoksi sarkomanin neden oldugu
immiinsupresyon sonucu ¢esitli kanser tipleri). Bagka bir mekanizma ise; inflamatuvar
hiicrelerinin olusturdugu ROS ve RNS’nin konak DNA’sinda hasara yol agmasi
sonucunda gelisen karsinojeneztir (198).

Inflamasyon endojen ve ekzojen etkenlerin neden oldugu infeksiyon ya da

hasar1 takiben gelisen primer ve sekonder immun sistemin koordineli bir yanit1 sonucu
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olusur. Doku homeostazindaki herhangi bir bozulma sonucu savunma mekanizmasinin
ilk basamagi olan primer immiin sistem hiicreleri aktive olur. Baslica primer immiin
sistem hiicreleri makrofajlar, mast hiicreleri, dendiritik hiicreler ve natural killer
hiicreleri olup inflamatuvar cevabi baslatan sitokinler, kemokinler, matrix remodelling
proteazlar, reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri salgilarlar. (199). Infeksiyon ve
inflamasyon ¢esitli oksidant olusturan enzimleri indiiklerler ve aktive ederler. Bu
enzimlerin baglicalar1 NADPH oksidaz siiperoksid dismutaz, ksantin oksidaz ve
myeloperoksidazdir (198).

NADPH Oksidaz: Bir membran enzimi olup oksijen ve NADPH dan
stiperoksid (O2) olusumunu katalizler. Ayni sekilde ksantin oksidaz da siiperoksid
anyonunu (O olusturmaktadir.

Siiperoksid Dismutaz: Siiperoksidin hidrojen perokside (H202) doniistimiinii
katalizler. Eukaryotik canlilarda iki tip siiperoksid dismutaz enzimi vardir;
sitoplazmada bulunan bakir igeren siiperoksid dismutaz ve mitokondride yer alan ve
mangan igeren siiperoksid dismutaz. Mangan igeren siiperoksid dismutaz timor
nekroz faktoriin agir1 salgilanmasi ya da oksijenli solunumun asir1 artmasi gibi gesitli
stres durumlarinda indiiklenirken, bakir iceren siiperoksid dismutaz bu gibi sartlardan
etkilenmemektedir.

Nitrikoksit Sentetaz (NOS): Arginin, oksijen ve NADPH’dan nitrik oksit
(NO) sentezini katalizler. NO senteztazin konstitiitif ve indiiklenebilir (iNOS) olmak
tizere iki tipi vardir. Konstitiitif formu diisiik aktiviteye sahip olup endotel sisteminde
ve sinir sisteminde sinyal molekiilii olarak gorev alirken, indiiklenebilir formu
sitokinler ya da lipopolisakkaridler tarafindan uyarilan fagositler tarafindan
salgilanirlar ve yiiksek aktiviteye sahiptirler.

Miyeloperoksidaz (MPO): Myeloperoksidaz hemoglobine benzer sekilde
prostetik grubunuda hem grubu iceren bir enzimdir ve halide ionlar olan CI, Br ve I'u
hidrojen peroksit ile birlikte hipohalojenik aside doniistiiriirler. Hidrojen peroksit,
burada O2" in dismutasyonunda gdrev almaktadir (200).

Bu enzimlerin indiiksiyonu ve aktivasyonu TNF-a, IL-1p ,INF—y gibi
proinflamatuvar sitokinler tarafindan gergeklestirilmektedir. Inflamasyonlu dokuda
olusan ¢esitli oksidan maddeler birbirleriyle etkilesime girebilir ve daha da potent hale

gelebilirler. Ornegin bir serbest radikal olan ancak giiclii bir oksidan olmayan NO",
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O2" ile reaksiyona girerek peroksinitrite ya da oksijenle reaksiyona girerek nitrojen
okside (NO®) doniisebilir. HOCl’in H.0, O ve nitrit ile reaksiyona girmesi
sonucunda singlet oksijen (10?) ve hidroksil radikali (HO") ve nitril klorid (NO2CI)
olusmaktadir. Asidik kosullarda ayn1 sekilde HOCI ve CI” den molekiiler kloridin
olusabilecegi bilinmektedir (198). ROS ve reaktif nitrojen tiirlerinin (RNS) niikleik
asitler, proteinler ve lipitler gibi ¢esitli hiicresel bilesenlere hasar verme kapasitesine
sahip olduklari, oksidatif ve nitratif DNA hasarma yol agarak karsinogenesisin
gelisiminde Onemli role sahip olduklar1 bildirilmistir (201). ROS ve RNS tiirleri
oksidasyon (OH',HOCI), halojenasyon (HOCI), alkilasyon, metilasyon, nitrasyon
(N203 ONOO), depiirinasyon, deaminasyon ve abazik alanlarin olusumu gibi ¢ok
genis bir genotoksik etkiye sahiptir. Tiim bunlara ek olarak inflamasyon kaynakli bu
Kimyasal mediatorlerin DNA da, zincir- igi ve zincirler- arasi1 ¢gapraz baglanma, DNA-
protein ¢apraz baglanmalari, tek ve ¢ift zincir kiriklar1 gibi ¢ok daha kompleks
modifikasyonlara yol agabilecegi bildirilmistir (1). Inflamasyon sirasinda nétrofil ve
makrofajlardan salinan NO’in epitel hiicrelerin ekstaselliiler matriksi boyunca
yayilarak plasma membranimi gectigi ve niikleus i¢ine girdigi, O2™ in ise niikleus
icindeki DNA ile etkilesime girebilecek kadar uzun Omiirlii olmadigi ancak
inflamatuvar hiicreler tarafindan salgilanan TNF-a dahil bazi sitokinlerin Oz nin
komsu epitelyal hiicrelerin etrafinda birikmesini indiikledikleri gosterilmistir. NO’in
asirt dretimi kanser dahil bir¢ok patolojik olaylarin gelisimine neden olmaktadir.
Kronik inflamasyonda iNOS’un siirekli indiiksiyonu ile olusan NO, siiperoksit (O2’)
ile reaksiyona girerek peroksinitrite (ONOO? déniisiir. ONOO"™ , guaninle etkileserek
8-nitroguanin ve 8-oxodG gibi nitratif ve oksidatif DNA hasarina yol acar. 8-
nitroguanin bir inflamasyon marker1 olmasinin yanisira mutajenik bir DNA hasar1 olup
karsinojenezin gelisimine neden olmaktadir. DNA zincirindeki deoksiriboz halkasina
glikozidik bag ile stabil olmayan baglarla baglanan §-nitroguanin apiirinik alanlarin
olusumuna neden olurlar. Bu apiirinik alanlar ise ¢cogunlukla DNA sentezi sirasinda
adeninle eslesir ve G—A transversiyonuna neden olur. 8-nitroguanin olusumu
Helicobacter pylori, hepatit B virlisii (HBV), hepatit C viriisi (HCV) ve insan
papilloma viriisii (HPV) gibi enfeksiyoz ajanlarla infekte klinik 6rneklerde gosterilmis
ve bundan dolay1r IARC tarafindan bu infeksiyoz ajanlar grup-1 karsinojen olarak
siniflandirilmistir (200-203) ROS ve RNS DNA baz degisimlerinin yanisira DNA
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zincir kiriklari, protoonkogen ekspresyonundaki artis ve timor supresor genlerin
baskilanmasi yoluyla da hiicrelerde malign degisimlerin gelisimine neden olabilirler
(204, 205). Protein ve lipitler oksidatif ve nitratif saldirilarin ana hedefidirler, RNS ve
ROS proteinlerdeki aminoasit rezidiileriyle oksidasyon, nitratasyon ya da nitritasyon
yoluyla reaksiyona girerek protein yapi ve fonksiyonlarinda degisimlere yol agar ve
kanser gelisimine neden olabilirler. Bu sekilde niikleotid sekansda degisime neden
olmadan genomda meydana gelen degisimlere epigenetik degisimler adi
verilmektedir. Bu tiir epigenetik degisilere 6rnek olarak; DNA metilasyonu, DNA
asetilasyonu, histon modifikasyonu ornek olarak verilebilir. Bu tiir epigenetik
degisimler kanser gelisiminde Onemli rol oynamaktadir. Yapilan ¢aligmalarda
inflamasyonlu dokularda nitratlanmis protein seviyelerinin yiikseldigi gosterilmistir
(206).
Kronik Inflamasyon

Protein hMaodifilkasyonu

Prolifarasyon

. Ros OH miEMNA Expresyonu
Femokmler O

Serbest Eadikaller

Sitokinler

DA ve Histon MMetilasyonu
RIS T,

ch’tagla udinler ONGD- DIMA ha=an ve Mutasyvon

Grrowth Fakaor N20a Mitrozaminler Deaminasyon
B-oxo-dis

B-nitroguanin
Timér supresdr

genlerde Etano adduct
IRy o / LG adduct
Onkogen SZB

MuULasyonu

D5B
P33 gen
PTAS Y oL
DA O Hiicre Proliferasyonu ve
Enzim Angiogenesis
Genlerdnde
Iiutaswvon

Kanserogenesis

Sekil 2.8. Kronik inflamasyonun neden oldugu karsinojenez gelisimi (199)
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DNA hasarlar1 i¢inde en tehlikelisi DNA ¢ift zincir kiriklar1 oldugu
bildirilmistir. DNA ¢ift zincir kiriklarimin biyolojik ac¢idan 6nemi diger DNA
hasarlarina oranla onarimlarinin ¢ok daha karmasik ve gilic olmasindan
kaynaklanmaktadir. Kirilan DNA par¢alarinin yeniden yapismasinda olusan hatalar
sonucu kromozom materyalinde kayip, kromozom parcalarinin eslesmesinde hata vb.
mutasyonlar meydana gelebilmekte ve oOzellikle tiimor supresor genlerde ya da
protoonkogenlerde olusan bu tiir mutasyonlar tiimor gelisimine yol agabilmektedir
(164). Yapilan epigenetik calismalarda DNA ¢ift kiriklarina yol acan pek ¢ok endojen
ve ekzojen faktoriin oldugu gosterilmistir. Radyasyon, UV-isinlar, infrared
radyomimetik 1sinlar, baz1 kemoteropatikler, dogal antibiyotikler (calicheamicin,
esperamicin), agir metaller (arsenik, metil civa), cevresel kimyasallar (benzen,
phatalat), fungal toksinler (okratoksin), bakteriyel ajanlar (cytolethal toksin, ExoS,
CagA), V(D)J rekombinasyonlari, ROS/RNS nin DNA ¢ift zincir kiriklarina neden
olduklar1 bildirilmistir (206). Hiicresel homeostazin gesitli ekzojen ajanlarla bozulmasi
sonucu, cesitli ekzojen faktorlerin neden oldugu kalsiyum bagimli endoniikleazlarin
aktivasyonu, ekstraselliiler kalsiyumun hiicre i¢ine aliminda artis, hiicre i¢i tampon
sistemlerinde yetersizlik ya da akut yaralanma ve hiicre 6liimii sonucunda hiicre i¢i
kalsiyum miktarinin artisi, kromatinlerde ve kromatidlerde kirilmalara neden
olabilmekte ve sonu¢ olarak DSB meydana gelebilmektedir (207,208). DNA’da
zincirler aras1 ¢apraz baglanmalar, replikasyon ve transkripsyonun bloke olmasina ve
ayni zamanda onarim esnasinda DNA’ da DSB’ye yol acabilir. Hiicre kiiltiirii ile
yapilan ¢alismalarda psoralenin ¢apraz baglanmasi ile olusan hasarin tamiri sirasinda
DNA DSB lerinin olustugu gozlenmistir. DNA-DNA zincirler arasi capraz
baglanmalar1 veya biiyiik yapisal biikiilmeler gibi kompleks DNA hasarmin eksizyonu
sirasinda her iki DNA zincirinde onarimi gerektiginden dolayr onarim sirasinda ¢ift
kiriklar olusabilmektedir. Sisplatin, busulfan, mitomisin C, 8-metoksipsoralen gibi
bifonksiyonel alkilleyici ajanlar ve UVA’nin DNA-DNA c¢apraz baglanmalarina ve
c¢ift kiriklarina yol agtifi gosterilmistir. Ayrica, yapilan c¢aligmalarda endiistriyel
ajanlardan toluen diisoksiyanat, metilen-4-4’-difenildiisoksisiyanat ve aromatik
aminlerin hidroliz ve dekarboksilasyon iirlinleri bifonksiyonel alkilleyici 6zellikte
olup, DNA-DNA c¢apraz baglanmalarina ve ¢ift zincir kiriklarma yol agtiklari

gosterilmistir (207). Diger taraftan, ¢coklu hasarli alanlarin eksizyon/insizyon yoluyla
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onarimi sirasinda da DBS olusabilir. DBS’ler tipik olarak IR, UVC, UV A, genotoksik
ajanlar, radyomimetikler ve alkilleyici ajanlarin indiiksiyonu ile meydana gelen okside
plrin ve pirimidin bazlarini, abazik alanlar1 ve tek zincir kiriklarin1 kapsamaktadir.
Bakteri ve memeli hiicreleri {izerinde yapilan c¢alismalar ¢oklu hasarli alanlarin
onarimi sirasinda lezyonlar arasi uzakligin ve onaririm enzimlerinin yeteri kadar
sentezlenip sentezlenmemesinin DSB olusumunda etkili oldugunu gostermistir (208)

Biyolojik ajanlarla olusan ¢ift sarmal kiriklar1 tlseratif kolit, viral hepatit,
prostatit, Helicobacter pylori infeksiyonu, parazitik hastaliklar ve diger ¢esitli kronik
enflamatuvar hastaliklar intraselliiler oksidatif dengeyi bozarak, oksidatif strese ve
takiben DNA lezyonlarina, onkogen aktivasyonuna veya tiimdr supresdr genlerin

inaktivasyonuna ve kanser gelisimine yol agabilirler (14).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir

(MTT)

8-OHdG (8-hidroksi-2’-
deoksiguanoszin) ELISA Kiti
BECNL1 ELISA Kit (Beclin-1)

Brain Hearth Infussion Agar

Dimetil Siilfoksit (DMSO)
Dulbecco’ Modified Eagle’s Medium
(DMEM Low Glucose)

Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Serum
Fizyolojik (D-PBS)

Florometrik Hiicre i¢i ROS kiti
Sigma

Fotal Sigir Serumu (FBS)

Glutatyon kiti

Glutatyon Peroksidaz kiti

Insan fosfo-H2AX ve Total H2AX Elisa
Kit

Helicobacter Supplement

Hiicre Liziz Reaktifi (CelLytic MT)
Kaspaz 3 Deney Kiti

Kaspaz 8 Deney kiti

Katalaz kiti

Light Chain 3B (MAP1LC3B) (LC3)
Elisa Kit

Hiicre Liziz Tampon Cozeltisi
Nu7441 (Ku-57788)

OGG1 (8-Oxoguanine Glycosylase 1)
Elisa Kiti

P62 Elisa Kiti

Penisilin-Streptomisin

Proteaz Inhibitér Kokteyli

Protein Karbonil Kiti

Protein Miktar Tayini kiti (BCA Kiti)
Stiperoksit Dismutaz kiti

TBARS Deney Kkiti

Tripsin-EDTA

Tunikamisin

Sigma — Aldrich

Mybiosource

Aviva Systems
Sigma - Aldrich
Duchefa Biochemical
Biowest

Biowest
Aldrich

Biowest

Cayman Chemical
Cayman Chemical
Raybiotec

OXOID

Sigma — Aldrich
Mybiosource
Mybiosource
Cayman Chemical
Mybiosource

Sigma-Aldrich
Selleckchem
Mybiosource

Enzo

Biological Industries
Sigma — Aldrich
Cayman Chemical
RayBiotech

Cayman Chemical
Cayman Chemical
Sigma — Aldrich
Abcam
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3.2. Kullanilan Arag ve Gerecler

96 kuyucuklu plak

Bakteri kiiltiir plag
Biyogiivenlik kabini

Boyama cihazinda

CCD kamera

Laboratuar tipi buz yapma cihazi
Buzdolab1

Derin dondurucu (-20°C)

Derin dondurucu (-80°C)

Distile su cihazi

Elektron Mikroskop

Hassas Terazi

Isik ve Faz Kontrast Mikroskobu
Inkiibator (CO2’li)

Kriyo tiip

Lamel

Mikro Santrifiij

Otomatik pipet (1-10 ul, ,0,5-40 pl, 10 —
100 w, 100 — 1000 pl, 1 —5ml)
Neubauer Lam1 (Hiicre sayim lami)
Otoklav

pH metre

Pipet ucu (0,5 — 10, 10 — 200 pl, 100 —
1000 pl’lik)

Santrifiij

Spektrofotometre / Spektroflorometre
Steril Santrifiij Tiipleri

Steril Serolojik Pipetler (5,

10, 25 ml)

Su Banyosu

Terazi

Ultra-mikrotom

Vorteks

Greiner bio-one, Cellstar

IsoLab

Holten, Lamin Air Model 1,2
Leica EM AC20

Gatan Inc., Pleasanton

Scotsman AF100

Argelik, 2 kapili

Argelik, Tek kapili

Revco, Legaci

MES mp Minipure mes08

Thermo Scientific

JEOL-JEM 1400

Mettler Toledo, XS105

Leica, DFC280

Heraeus Instruments Function Line
Grenier Bio_One

Isolab

Heraeus, Hettich, Mikro22
Eppendorf, Finnpipette Labsystems

Marienfeld

Niive NC40M

Isolab

Eppendorf, Top-Line
Heraeus,  Hettich, Rotofix 32A
Molecular Devices

SpektraMax M2

Grenier Bio-One

Grenier Bio-One

Memmert, Edelstaht Rostfrei
XS105 Dual Range

Leica Ultracut R

LMS, Mixer Uzusio VTX 3000L

3.3. Calismada Kullanilan Hiicre ve Bakteri Hatti

Calismada insan mide adenokarsisoma hiicre hatti

(AGS) ATCC®CRL-

1739™ ve VagA ve CagA pozitif HP NCTC 11637 (ATCC 4350) standart

Helicobacter pylori bakteri susu susu kullanilmistir. AGS hiicreleri epitel kokenli

adheren hiicrelerdir.

54 yasindaki beyaz bir kadindan elde edilen gastrik
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adenokarsinoma hiicreleridir. Hiperdiploid olan bu hiicrelerin modal kromozom sayisi

49°dur ve bu hiicrelerin %60’ 1da goriiliir. Poliploidi oranlar1 %3,6’dur.
3.4. Kullanilan Coézeltilerin Hazirlanmasi
3.4.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

Dulbecco’s Modified Eagle Medyum (DMEM, 500 ml) igerisine %10 (50 ml)
fotal sigir serumu (FBS) ve %1 (5,5 ml) penisilin streptomisin eklenerek hazirlanir ve
4°C’de saklanir.

Helicobacter pylori ile kokiiltiirii yapilacak hiicreler i¢in bakteri ekimi
oncesinde konulmak iizere, DMEM (500 ml) igerisine %10 (50 ml) FBS olarak

antibiyotiksiz besiyeri hazirlanir ve 4°C’de saklanir.
3.4.2. Nu7441’in hazirlanmas

Nu7441 (MW:413,49) den 10 mg (1 vial) 10 ml DMSO da ¢oziilerek alikotlanir
ve -80°C de saklanir. Son konsantrasyonu 10 uM olacak sekilde, bakteri grubuna

bakteri ekiminden 2 saat 6nce ve kontrol grubuyla es zamanli olarak eklenir.

3.4.3. 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)

Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler
Dimetil Siilfoksit (DMSO):

Dimetil siilfoksit (C2HsOS) yogunlugu 1,1 g/ml dir. Oda sicakliginda ve 1s1ktan

korunarak saklanir.
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir Cozeltisi:

15 mg 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) tartilir;
3 ml DPBS igerisinde ¢oziliir, iizerine 27 ml DMEM eklenerek 0,5 mg/ml
konsantrasyondaki ¢ozelti elde edilir. 24 saat dayanikli olan MTT c¢d6zeltisi 1s1iktan

korunmalidir.
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3.4.4. Istkk Mikroskobu Incelemelerinde Kullanilan Cézeltiler
0,1 M Fosfat Tamponu

20 ml disodyum hidrojen fosfat ¢ozeltisi ve 80 ml sodyum dihidrojen fosfat
¢oOzeltisi karistirilir ve bu karisima 100 ml deionize su eklenir. Cozeltinin pH’s1 7,42’ ye

ayarlanir. 4°C’de 4 ay dayaniklidir.
Metilen Mavisi (%1, a/h):

1 g metilen mavisi ve 1 g disodyum tetrahidroborat tartilir, 100 ml deiyonize

suda ¢oziiliir.
Azur I Cozeltisi (%1, a/h):
1 g Azur II 100 ml deiyonize suda ¢oziiliir.
%1’lik Metilen Mavisi — Azur Il Cozeltisi:
50 ml metilen mavisi ¢ozeltisi ve 50 ml Azur II ¢ozeltisi karistirilir.
%2,5’lik Gluteraldehit Cozeltisi:
10 ml %25°1ik gluteraldehit ve 90 ml deionize su eklenerek hazirlanir.
%2’lik Agar

12,5 distile su icine 0,25 gr agar konulmus, kisik ateste Benmari usuli,

seffaflasincaya kadar kaynatilip, etiive konulur.
3.4.5. AGS Hiicrelerinin Lizisinde Kullanilan Cozeltiler
Lizis Tampon Cozeltisi

CelLytic™ MT lizis reaktifi hiicrelerin lizisi igin kullanilmistir. Diisiik
konsantrasyonlarda deterjan, bisin ve 150 nM NaCL igermekte olup proteinlerle

minimal diizeyde girisime neden olmaktadir. +4°C'de saklanr.



69

Proteaz Inhibitorii

Serin, aspartik proteaz ve aminopeptidazlari inhibe eder. Pepstatin A,

16kopeptin, bestatin, aprotinin ve E-64 igerir-20 °C'de saklanur.
Proteaz inhibitor Kokteyli
100 ml lizis tamponu ¢ozeltisine 1 ml proteaz inhibitorii eklenir.
3.4.6. Protein Tayininde Kullanilan Cozeltiler
QuantiPro Buffer QA

Reaktif QA 0,2 M NaOH igerisinde sodyum tartarat, sodyum karbonat ve
sodyum bikarbonat i¢eren 250 ml’lik bir ¢ozeltidir (pH 11,25). Kullanima hazirdir.

QuantiPro BCA QB

%4’liikk bisinkoninik asit (BCA) iceren 250 ml’lik ¢ozeltidir (pH 8,5).

Kullanima hazirdir.
Bakar (II) Siilfat

Kit 12 ml %4’lik bakir(I)siilfat pentahidrat ¢ozeltisi icerir. Kullanima

hazirdir.
Protein Stok ve Standart Cozeltileri:

Stok protein 1 ml’lik ¢6zelti halinde olup, koruyucu olarak %0,05 sodyum azid
ve 0,15 M NaCl’de 1,0 mg/ml s18ir serum albiimini igerir. 0; 0,5; 5; 10; 20; 30; 50 ve
100 pg/ml konsantrasyonlarinda protein standart ¢ozeltileri stok protein ¢ozeltisi ve

deionize su kullanilarak hazirlanir.
3.4.7. Reaktif Oksijen Bilesiklerinin Ol¢iimiinde Kullamlan Cézeltiler
ROS Tayin Reaktifi

Kit 1 ml (1 vial) ROS tayin reaktifi icerir. 40 ul DMSO eklenerek stok

sollisyonu hazirlanir ve alikotlanarak -20 © C'de saklanir.
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Dimetil Siilfoksit
Kit 0,2 ml DMSO igerir. Kullanima hazirdir.
Deney Tamponu

20 ml olarak kit igersinde kullanma hazir olarak bulunur. -20 ° C'de 1 ay

stabildir.
Master Reaksiyon Karisimi

20 ul 500X ROS tayin reaktifi tizerine 10 ml deney tamponu eklenir. -20°C'de
1 ay stabildir.

3.4.8. Glutatyon Peroksidaz 1 Olciimiinde Kullamlan Cézeltiler
Deney Tamponu (10X):

Kit 3 ml deney tamponu igerir ve 27 ml deionize su ile diliisyon yapilarak 1X
cozelti elde edilir. 1X ¢ozelti, 5 mM EDTA igeren 50 mM Tris-HCI (pH 7,6)
tamponudur. 4°C’de 6 ay stabildir.

Ornek Tamponu (10X):

2 ml 6rnek tamponu 18 ml deionize su ile diliisyon yapilarak 1X ¢ozeltisi elde
edilir. 1X ¢ozelti, 5 mM EDTA ve 1 mg/ml BSA igeren 50 mM Tris-HCI (pH 7,6)
tamponudur. GPx kontrol ¢ozeltisini ve 6rnekleri seyreltmek i¢in kullanilir. 4°C’de 6

ay stabildir.
Glutatyon Peroksidaz Kontrol

Kit 50 pl sigir eritrosit GPx’1 igerir. 10 ul enzim 490 pl 1X 6rnek tamponu ile
seyreltilip 4 saat igerisinde kullanilir. -20°C’de saklanmalidir.

Ko — Substrat Karisimi

Kit liyofilize toz halinde NADPH, GSH ve GR igerir. 6 ml distile suda
coziilerek kullanilir. Deney sirasinda reaktif 25°C’de bekletilir. 4°C’de 2 giin stabildir.
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Kiimen Hidroperoksit

2.5 ml kiimen hidroperoksit kullanima hazir olarak kit icersinde

bulunmaktadir.-20°C’de saklanmalidir.
3.4.9. Katalaz Olciimiinde Kullanilan Cozeltiler
Deney Tamponu (10X)

Kit 5 ml katalaz deney tamponu igerir. 1X ¢ozelti elde eldisi i¢in 1 ml CAT
deney tamponu 19 ml deionize su ile dilue edilir. 1X ¢ozelti, 100 mM potasyum fosfat
(pH 7,0) tamponudur. 4°C’de saklanir.

Ornek Tamponu (10X)

Kit 10 ml katalaz 6rnek tamponu igerir. 3 ml katalaz 6rnek tamponu 27 ml
distile su ile seyreltilerek 1X c¢ozelti elde edilir. 1X ¢ozelti, %0,1 sigir serum alblimin
ve 1 mM EDTA igeren 25 mM potasyum fosfat (pH 7,5) tamponudur. Elde edilen
ornek tamponu analizden once formaldehit standartlarin1 ve 6rnekleri seyreltmek icin

kullanilir. 4°C’de saklanir.
Formaldehit Stok ve Standart Cozeltileri

Kit 100 ul (1 vial) 4.25M formaldehit stok ¢ozeltisi igermektedir. 4,25 mM
formaldehit ara stok c¢ozeltisi hazirlamak i¢in stok formaldehit ¢ozeltisinden 10 pl
alinip 9,99 ml seyreltilmis 6rnek tamponu ile seyreltilir. Sirasiyla 0, 5, 15, 30, 45, 60
ve 75 uM konsantrasyonlarinda standart cozeltileri hazirlamak igin ara stok
cozeltisinden 0 pl, 10 pl, 30 pl, 60 ul, 90 pl, 120 pl ve 150 ul formaldehit alinir ve
yine sirastyla 1000 pl, 990 pl, 970 pl, 940 pl, 910 pl, 880 pl, 850 ul 1X ornek

tamponundan alinarak seyreltme yapilir.
Katalaz Pozitif Kontrol

Kit liyofilize toz halde sigir karaciger katalaz enzimi igerir. 2 ml 1X &rnek
tamponu ile diliie edelerek, her 100 pl sine 1,9 ml 1X 6rnek tamponu eklenerek

alikotlanir ve -20°C de saklanir.
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Potasyum Hidroksit

4 ml 10M potasyum hidroksit (KOH) igeren kit kullanima hazirdir. 4°C’de

saklanir.
Hidrojen Peroksit

Kit 8,82 M hidrojen peroksit viali igerir. 35,28 mM ¢ozelti elde etmek amaciyla
40 ul alinarak 9,96 ml distile su ile seyreltilir. Cozelti 2 saat stabildir.

Purpald (Kromojen)

Kit 4ml (1 vial) 0,5 M hidroklorik asit (HCI) igerisinde hazirlanmis 4 ml “4-
amino-3-hidrazino-5-merkapto-1,2,4-triazol (purpald)” icerir. Kullanima hazirdir.
4°C’de saklanir.

Potasyum Periyodat

Kit 0,5M potasyum hidroksit icerisinde 1,5 ml potasyum periyodat igerir.

Kullanima hazirdir. 4°C’de saklanir.
3.4.10. Siiperoksit Dismutaz Olciimiinde Kullamlan Cézeltiler
Deney Tamponu (10X)

2 ml deney tamponu 18 ml distile su ile seyreltilerek 1X deney tamponu elde
edilir ve radikal detektorii seyreltmek igin kullanilir. 1X ¢ozelti, 0,1 mM hipoksantin
ve 0,1 mM dietilen triamin pentaasetik asit (DTPA) i¢eren 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)
tamponudur. 4°C’de 2 ay stabildir.

Ornek Tamponu (10X)

50 mM Tris-HCI (pH 8,0) tamponudur. Ornek tamponundan 2 ml alinip ve 18
ml deionize su ile diliisyon yapilarak 1X 6rnek tamponu elde edilir. SOD standartlarini
hazirlamak, ksantin oksidazi ve SOD 6rneklerini seyreltmek kullanilir. 4°C’de 6 ay

stabildir.
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Radikal Detektor

250 pl tetrazolyum tuzu ¢ozeltisi igerir. Bu ¢ozeltiden 25 ul alinip 19,975 ml
1X deney tamponu ile diliisyon yapilir. Isiktan korunmali ve 2 saat igerisinde

kullanilmalidir.
SOD Stok ve Standart Cozeltileri

Kit 100 pl Cu/Zn-SOD seklinde sig1r eritrosit SOD stok ¢ozeltisi icermektedir.
SOD standart ¢ozeltileri 6rnek tamponu ile diliisyon yapilarak hazirlanir. 20 ul SOD
stok c¢ozeltisine 1,98 ml 1X o6rnek tamponu eklenerek seyreltilir. 1/100 oraninda
seyreltilen SOD stok ¢ozeltisinden sirasiyla; 0,005; 0,01; 0,02; 0,03; 0,04 ve 0,05 U/ml
SOD aktivitesine sahip bir seri standart ¢ozelti hazirlamak amaciyla, sirasiyla 0 pl, 20
ul, 40 pl, 80 pl, 120 pl, 160 pl ve 200 pl alinarak, 1000 pl, 980 pl, 960 pul, 920 ul, 880
ul, 840 pul ve 800 pl 6rnek tamponu eklenerek diliisyon yapilir. Standart ¢ozeltiler taze

olarak hazirlanmalidir.
Ksantin Oksidaz

Kit 150 pl ksantin oksidaz igerir. 25 ul 1,975 ml 6rnek tamponu ile seyreltilir.

Seyreltilmis enzim bir saat dayanikli olup buzda bekletilerek calisilir.
3.4.11. Total Glutatyon (GSH) Ol¢iimiinde Kullanilan Cozeltiler
GSH MES Tamponu(2X):

Kit 60 ml (1 vial) GSH MES tamponu igerir. .MES[2-(N-morfolin)
etansiilfonik asit] ; 2 mM EDTA ve 0,1 M fosfattan olusmaktadir (pH 6,0). 1/1

oraninda deionize su ile seyreltilerek 1X ¢ozelti elde edilir.4°C’ de saklanir.
GSH Standart

Kit (1 vial) kullanima hazir, MES tamponu i¢inde 2 ml 25 pM GSSG standart1
igerir. 0-4°C’ de saklanir. GSSH stok ¢ozeltisinden sirasiyla 0, 5, 10, 20, 40, 80, 120,
160 pl alinarak yine sirasiyla 500, 495. 490, 480, 460, 380, 340 ul MES tampon
cozeltisi eklenerek 0 uM, 0.25 puM, 0.5 uM, 1 uM, 2 uM, 4 uM, 6 uM, 8 uM

konsantrasyonlarinda GSH standart ¢ozeltileri hazirlanir.
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GSH Ko-Faktor Karisimi

Kit, liyofilize toz halinde (lvial) NADP* ve glukoz-6-fosfat icermektedir.

Kullanmadan 6nce 0,5 ml deionize suda ¢oziiliir. 0 - 4°C’de 2 hafta stabildir.
GSH Enzim Karisin

Kit (1vial) 0,2 ml tampon ¢ozelti igcinde GR ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
icermektedir. 1X MES tampon ¢6zeltisinden 2 ml eklenerek seyreltilir. 0 - 4°C’de 2
hafta stabildir.

5,5°-diti-bis-(2-nitrobenzoik) asit (DTNB)

Kit, liyofilize 5,5’-diti-bis-(2-nitrobenzoik) asit (DTNB, Ellman reaktifi) icerir.

Vial 0,5 ml deiyonize su ile ¢oziiliir. 10 dakika icerisinde kullanilmalidir.

3.4.12. Total Antioksidan Kapasite (TAOC) belirlenmesinde Kullanilan

Cozeltiler
Reaktif 1 Cozeltisi

Kit kullanima hazir, 0.4 mol/L (pH 5.8) tampon ¢d6zeltisi ve hizlandirici

tampondan olusan karisim igerir. +2-8°C de stabildir.
Reaktif 2 Cozeltisi

Kit kullanima hazir 30 mmol/L prokromojen ve ABTS ¢ozeltisi igerir. +2-8°C
de stabildir.

Standart Cozeltisi

Kit igersinde kullanima hazir 1 mmol/L trolox igceren ¢dzelti halindedir. 2-

8°C’de stabildir.
QC 1 Cozeltisi

Kit i¢ersinde kullanima hazir Trolox ¢6zeltisi (0.5 mmol/L) bulunur. 2-8°C de
stabildir.
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QC 2 Cozeltisi

Kit i¢ersinde kullanima hazir Trolox ¢6zeltisi (2.0 mmol/L) bulunur. 2-8°C de
stabildir.

3.4.13. Lipit Peroksidasyonu Ol¢iimiinde Kullanilan Cézeltiler
Asetik Asit

Kit 20 ml konsantre asetik asit i¢erir. Renk reaktifi hazirlamak i¢in 40 ml asetik

asit 160 ml deionize su ile diliie edilir. Oda sicakliginda 3 ay stabildir.
Sodyum Hidroksit (10X)

1X ¢ozelti elde etmek icin 20 ml NaOH c¢ozeltisi 180 ml deionize su ile

seyreltilir ve renk reaktifi hazirlamak icin kullanilir. Oda sicakliginda 3 ay stabildir.
Tiyobarbitiirik Asit

Kit 2 g tiyobarbitiirik asit (TBA) igerir. Renk reaktifinin hazirlanmasinda
kullanilir. 530 mg TBA, 50 ml seyreltilmis asetik asit ¢ozeltisi ve 50 ml seyreltilmis
sodyum hidroksit ¢ozeltisi i¢inde ¢oziilerek hazirlanan renk reaktifi ¢ozeltisi 24 saat

stabildir.
Malondialdehit Stok ve Standart Cozeltileri

Kit, kullanima hazir 500 uM MDA stok ¢ozeltisi igerir. 125 uM ara stok
cozeltisi elde etmek i¢in 250 ul MDA stok ¢ozeltisi 750 pl deionize su ile dilue edilir.
Ara stok ¢ozeltisi ve deionize su ile 0; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 25; 50 ve 75 uM

konsantrasyonlarinda MDA standartlar1 hazirlanir.
Sodyum Dodesil Siilfat Cozeltisi

Kit, kullanima hazir olarak sodyum dodesil siilfat (SDS) ¢6zeltisi igerir.
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3.4.14. Protein Karbonil Olciimiinde Kullanilan Cézeltiler
Hidroklorik Asit

Kit 12 M HCl igerir. 2,5 M HCl elde etmek amaciyla 40 ml deionize suya 1 ml
HCI ¢ozeltisi eklenir DNPH 1n dilitisyonunda kullanilr. Oda sicakliginda 3 ay stabildir.

2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH)

2,5 M 10 ml HCI igerisinde DNPH ¢o6ziiliir. 4°C’de 1 hafta stabil olup 1siktan

korunmalidir.
TCA (Trikloroasetik Cozeltisi)

Kit 1 g/ml trikloroasetik asit (TCA) ¢dzeltisi igerir. %20’lik TCA ¢ozeltisi
eldesi i¢in 12 ml TCA ¢d6zeltisi 48 ml deionize su ile dilue edilir. Daha sonra %20

TCA ¢ozeltisinin 20 ml’sine 40 ml distile su eklenerek %10’luk TA ¢6zeltisi
elde edilir. Oda sicakliginda 1 ay stabildir.

Guanidin Hidrokloriir

Kit i¢erisinde kullanima hazirdir.

Etanol

Kit i¢erisinde 30 ml olarak kullanima hazirdir.
Etil Asetat

Kit i¢erisinde 30 ml olarak kullanima hazirdir.
Etanol - Etil Asetat

1:1 oraninda etanol:etil asetat ¢ozeltisi elde etmek amaciyla,30 ml etil alkole

30 ml etanol eklenir.
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3.4.15. 8-OHdG (8-hidroksi-2-deoksiguanozin) él¢iimiinde kullanilan

Cozeltiler
Yikama Cozeltisi 25X

Kit konsantre halde yikama ¢6zeltisi igerir.1/25 oraninda deionize su ile

diliisyon yapilarak kullanilir.
8-OHdG Standarti

Kit liyofilize toz halde insan 8-OHdG standarti igerir. 1 ml standart diliienti ile
seyreltilerek 10 ng/m1’lik stok standart ¢cozeltisi elde edilir. Elde edilen stok standart
cozeltisine 300 ul ornek seyreltme ¢ozeltisi eklemek suretiyle sirasiyla 5 ng/ml; 2.5
ng/ml; 2.5 ng/ml; 1.25 ng/ml; 0.625 ng/ml; 0.312 ng/ml: 0.156 ng/ml lik standart
serileri hazirlanir. Negatif kontrol olarak 6rnek seyreltme ¢ozeltisi kullanilir. Deney

sirasinda taze olarak hazirlanir ve 30 dakika icinde kullanilir.
Biotinli insan 8-OHdG antikor Cozeltisi

Kit liyofilize halde biotinli insan 8-OHdG antikoru igerir. Antikor diliienti ile
1/100 oraninda seyreltilerek kullanilir. Deney sirasinda taze olarak hazirlanir ve 30

dakika i¢inde kullanilir.
Enzim Konjugat Cozeltisi

Kit liyofilize toz halde enzim konjugati igerir.1/100 oraninda enzim konjugat
seyreltme ¢ozeltisi ile diliie edilir. Deney sirasinda taze olarak hazirlanir ve 30 dakika

i¢inde kullanilir.
Standart Seyreltme Cozeltisi
Kit kullanima hazir standart seyreltme ¢ozeltisi igerir.
Ornek Seyreltme Cozeltisi

Kit kullanima hazir standart seyreltme ¢ozeltisi igerir.
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Renk Reaktifi A

Kit kullanima hazir standart renk reaktifi A igerir.

Renk Reaktifi B

Kit kullanima hazir standart renk reaktifi B igerir.

Renk Reaktifi C

Kit kullanima hazir standart renk reaktifi C igerir.

3.4.16. OGG1 Diizeylerinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler
Yikama Cozeltisi 25X

Kit konsantre halde yikama c¢ozeltisi igerir.1/25 oraninda deionize su ile

diliisyon yapilarak kullanilir.
OGGT1 Standarti

Kit liyofilize toz halde insan OGG1 standarti igerir. 1 ml standart diliienti ile
seyreltilerek 10 ng/ml’lik stok standart ¢ozeltisi elde edilir. Elde edilen stok standart
¢ozeltisine 300 ul ornek seyreltme ¢ozeltisi eklemek suretiyle sirastyla 5 ng/ml; 2,5
ng/ml; 2,5 ng/ml; 1,25 ng/ml; 0,63 ng/ml; 0,32 ng/ml; 0,16 ng/ml lik standart serileri
hazirlanir. Negatif kontrol olarak 6rnek seyreltme ¢ozeltisi kullanilir. Deney sirasinda

taze olarak hazirlanir ve 30 dakika iginde kullanilir.
Biotinli Insan OGG1 antikor Cozeltisi

Kit liyofilize halde biotinli insan 8-OHdG antikoru igerir. Antikor diliienti ile
1/100 oraninda seyreltilerek kullanlir. Deney sirasinda taze olarak hazirlanir ve 30

dakika i¢inde kullanilir.
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Enzim Konjugat Cozeltisi

Kit liyofilize toz halde enzim konjugati igerir.1/100 oraninda enzim konjugat
seyreltme ¢ozeltisi ile diliie edilir. Deney sirasinda taze olarak hazirlanir ve 30 dakika

i¢inde kullanilir.
Standart Seyreltme Cozeltisi
Kit kullanima hazir standart seyreltme ¢ozeltisi igerir.
Ornek Seyreltme Cozeltisi
Kit kullanima hazir standart seyreltme ¢ozeltisi igerir.
Renk Reaktifi A
Kit kullanima hazir standart renk reaktifi A igerir.
Renk Rzeaktifi B
Kit kullanima hazir standart renk reaktifi B igerir.
Renk Reaktifi C
Kit kullanima hazir standart renk reaktifi C igerir.
3.4.17. H2AX Diizeylerinin Belirlenmesinde Kullamlan Cozeltiler
Yikama Tamponu (20X):

Kit 25 ml 20X konsantre yikama tampon ¢ozeltisi i¢erir.10 ml yikama tamponu
190 ml deionize su ile seyreltilerek 1X yikama tamponu elde edilir. 4°C de 1 ay
stabildir.

Seyreltme Tamponu (5X)

Kit 15 ml konsantre tampon igerir.15 ml tampon ¢ozeltisine 75 ml deionize su

eklenerek 1X seyreltme tamponu elde edilir. 4°C de 1 ay stabildir.
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Hiicre Liziz Tamponu (1X)

Kit 10 ml 2X hiicre liziz tamponu igerir 1/2 oraninda seyreltme tamponu ile
dilie edilerek kullanilir. Bu tampon proteaz ve fosfataz inhibitorleri

icermemektedir.4°C de 1 ay stabildir.
Pozitif Kontrol

Kit 1 vial liyofilize toz halinde Jurkat hiicre lizat1 igerir. 400 pl 1X deney
diliienti eklenerek diliisyon yapilir.-80°C de 1 hafta stabildir.

Fosfo-H2AX Antikor

Kit 1 vial tavsan anti-pan-fosfo-H2AX antikoru igerir.100 pl deney tampon
cozeltisi ile seyreltilir. 4°C de 5 giin ya da -80°C de 1 ay stabildir.

Pan H2AX Antikor

Kit 1 vial tavsan anti-Pan-H2AX antikoru igerir. 100 pl deney tampon ¢ozeltisi
ile seyreltilir.+4°C de 5 giin ya da -80°C de 1 ay stabildir.

HRP-konjuge anti-rabbit 1gG (1000X)

Kit 1 vial 25 pl 1000X konsantre anti-rabbit IgG igerir.1/1000 oraninda 1X

deney tamponu ile diliie edilerek kullanilir.+4°C de 1 ay stabildir.
3.4.18. Kaspaz 3 Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Yikama Tamponu

Konsantre yikama tamponu kit icersinde 30 ml olarak bulunmaktadir. 1/25

oraninda deiyonize su ile seyreltilerek kullanilir.
Standart Cozeltileri

Stok standart ¢ozeltisi kit i¢ersinde 20 ng/ml ve hazir olarak bulunmaktadir.
Standart diliisyon ¢ozeltisi ile 0; 0,313; 0,625; 1,25; 2,5; 5 ve 10 ng/ml

konsantrasyonlari elde edecek sekilde diliisyon yapilir.
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Primer Antikor Diliisyon Cozeltisi
Kit i¢inde hazirdir. 4°C’de saklanir.
Primer Antikor Cozeltisi

Biotin-isaretli antikor, primer antikor diliisyon ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda

seyreltilerek kullanilir.
Sekonder Antikor Diliisyon Cozeltisi
Kit i¢inde hazirdir ve +4°C’de saklanir.
Sekonder Antikor Cozeltisi

Yaban turbu peroksidaz (Horse radish peroxidase, HRP)-Streptavidin konjuge

antikor, sekonder antikor dillisyon ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda seyreltilerek kullanilir.
3.4.19. Kaspaz 8 Tayininde Kullanilan Cozeltiler
Yikama Tamponu

30 ml konsantre yikama tamponu kit i¢ersinde hazirdir. Deionize su ile 1/25

oraninda seyreltilerek kullanilir.
Standart Cozeltileri

10 ng/ml stok ¢ozeltisi kit icersinde hazirdir ve standart diliisyon ¢ozeltisi ile
0; 0,156; 0,313; 0,625; 1,25; 2.5 ve 5 ng/ml konsantrasyonlarinda standart ¢ozeltileri

hazirlanmastir.
Primer Antikor Diliisyon Cozeltisi
Kit i¢inde hazirdir. +4°C’de saklanir.
Primer Antikor Cozeltisi

Biotin-isaretli antikor primer antikor diliisyon ¢ozeltisi ile 1/100 oraninda

seyreltilerek kullanilir.
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Sekonder Antikor Diliisyon Cozeltisi
Kit i¢inde hazirdir. +4°C’de saklanir.
Sekonder Antikor Cozeltisi

HRP-Streptavidin konjuge antikor sekonder antikor diliisyon ¢6zeltisi ile 1/100

oraninda seyreltilerek kullanilir.

3.4.20. BECN1(Beclin-1) Diizeylerinin Belirlenmesinde Kullanilan

Cozeltiler
BECNI1 Standarti

Kit 10 ng (1vial) liyofilize toz standart igerir.1 ml 6rnek seyreltme ¢ozeltisi ile
seyreltilirek 10 ng/ml konsantrasyondaki stok ¢ozeltisi elde edilir. Elde edilen 10
ng/ml lik konsantrasyondan 300 pl ve ornek seyreltme ¢ozeltisinden 300 pl alinip, ve
sonrasinda 1/2 oranlarinda ardasik olarak seyreltmek suretiyle sirasiyla 5 ng/ml; 2.5
ng/ml; 1.25 ng/ml; 0.625 ng/ml; 0.313 ng/ml; 0.156 ng/ml ve 0.0 (kor)
konsantrasyonlarinda standart serileri elde edilir. -20°C de 6 ay stabildir.

Antikor Seyreltme Cozeltisi
Kit 12 ml kullanima hazir seyreltme ¢6zeltisi icerir. -20°C de 6 ay stabildir.
Ornek Seyreltme Cozeltisi

Kit 20 ml 6rnek seyreltme ¢ozeltisi igerir. Kullanima hazirdir. -20°C de 6 ay
stabildir.

Konjugat Seyreltme Cozeltisi
Kit 12 ml kullanima hazir seyreltme ¢6zeltisi icerir. -20°C de 6 ay stabildir.
100X Biotinli BECN1 Antikor Cozeltisi

Kit 120 pl 100X biotinli BECN1 Antikor ¢o6zeltisi igerir. -20°C de 6 ay
stabildir.
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1X Biotin Antikor ¢ozeltisi

100X Biotinli BECN1 antikor ¢ozeltisinin antikor seyreltme ¢ozeltisi ile 1/100
oraninda seyreltmesiyle elde edilir. -20°C de 6 ay stabildir.

100X Avidin-HRP Konjugati

Kit 120 pl 100X Avidin- HRP konjugati igerir. 1/100 oraninda antikor
seyreltme cozeltisi ile seyreltilerek 1X Avidin-HRP konjugat ¢ozeltisi elde edilir. -
20°C de 6 ay stabildir.

25X Yikama Cozeltisi

Kit 30 ml konsantre yikama ¢o6zeltisi igerir. 720 ml deionzize su ile

seyreltilmesi ile 1X yikama ¢6zeltisi elde edilir. +4 /+6°C de 6 ay stabildir.

3.4.21. LC3 (MAP1 LC3 B) Protein Diizeylerinin Belirlenmesinde

Kullanilan Cozeltiler
LC3 (MAP1 LC3 B) Standarti

Vial i¢inde bulunan standart, 1 ml 6rnek diliienti ile seyreltilerek 1200 pg/ml
lik konsantrasyondaki stok c¢ozeltisi elde edilir. Bu stok ¢ozeltisinden ardasik olarak
1/2 oranindaki diliisyonlarla sirastyla 600 ng/ml; 300 ng/ml; 150 ng/ml; 75 ng/ml; 37.5
ng/ml; 18.75 ng/ml ve 0.0 ng/ml (kor) konsantrasyonlarindaki standart ¢ozelti serisi

elde edilir. 2-8°C de 1 ay ya da -20°C de son kullanim tarihine kadar stabildir.
Biotin Antikor Seyreltme Cozeltisi

Kit kullanima hazir halde 15 ml biotin antikor seyreltme c¢ozeltisi igerir.

+2/+8°C de 1 ay ya da -20°C de son kullanim tarihine kadar stabildir.
100X Biotin Antikor Cozeltisi

Kit 120 pl konsantre biotin antikor ¢ozeltisi igerir. 50 pl konsantre biotin
cozeltisi 4950 pl biotin antikor seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilerek 1X ¢ozelti elde
edilir. +2/+8°C de 1 ay ya da -20°C de son kullanim tarihine kadar stabildir.
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HRP-Avidin Seyreltme Cozeltisi

Kit 15 ml kullanima hazir HRP-Avidin seyreltme ¢ozeltisi igerir. 2-8°C de 1 ay
ya da -20°C de son kullanim tarihine kadar stabildir.

100X HRP-Avidin Cozeltisi

Kit 12 pl konsantre halde HRP-Avidin ¢ozeltisi igerir. 10 pl si 990 pul HRP-
avidin seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilerek 1X HRP-avidin ¢ozeltisi elde edilir. 2-8°C
de 1 ay ya da -20°C de son kullanim tarihine kadar stabildir.

Ornek Seyreltme Cozeltisi
Kit kullanima hazir 20 ml 6rnek seyreltme tamponu igerir. 2-8°C’de stabildir.
25X Yikama Tamponu

Kit 20 ml konsantre halde yikama tamponu igerir.480 ml deionize suyla

seyreltilerek 1X yikama tampon ¢6zeltisi elde edilir. 2-8°C de stabildir.
TMB Substrat Cozeltisi:

Kit kullanima hazir 10 ml 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidin (TMB) substrat ¢ozeltisi
igerir. 2-8°C de stabildir.

Durdurma Cozeltisi

Kit 10 ml kullanima hazir durdurma ¢6zeltisi icerir. 2-8°C de stabildir.
Deney tampon Cozeltisi

Kit hazir halde100 ml deney tampon ¢6zeltisi igerir.+4°C de saklanir.
3.4.22. P62 Protein Diizeylerinin Belirlenmesinde Kullanilan Cozeltiler
p62 Standarti

Kit 0.05 ml (2 pg/ml) rekombinant p62 standarti icerir.490 ul deney tamponu

ile seyreltilerek 40 ng/ml lik konsantarsyon elde edildikten sonra, deney tamponu ile
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ardagik olarak 1/1 seyreltme yapilarak sirasiyla 20 ng/ml; 10 ng/ml; 5 ng/ml; 2,5 ng/ml;
1,25 ng/ml ve 0,625 ng/ml lik konsantrasyonlardaki standart serileri elde edilir.+4°C

de saklanir.
P62 Antikor Cozeltisi
Kit 10 ml p62 antikoru igerir. +4°C de saklanir.
P62 konjugat Cozeltisi
Kit 10 ml p62 IgG konjugati igerir .+4°C de saklanir.
RIPA Hiicre Liziz Tamponu
Kit 100 ml hazir halde liziz tamponu igerir.+4°C de saklanur.
Yikama Tamponu

Kit konsantre halde 30 ml yikama c¢ozeltisi icerir.570 ml deionize su ile

seyreltilerek kullanilir. Oda sicakliginda saklanir.
TMB Substrati
10 ml hazir halde TMB substrati igerir. +4°C de saklanir.
Durdurma Cozeltisi
Kit hazir halde 10 ml durdurma ¢6zeltisi igerir. +4°C de saklanir.
3.5. Deneysel islemler ve Yontemler
3.5.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada AGS hatt1 (ATCC CRL-1739) kullanilmistir. AGS hiicre hatt1 insan
gastrik adenokarsinoma hiicrelerinden elde edilen adherent ve epitel kokenli hiicre
hattidir.

Hiicre ekimi DMEM (%10 FBS ve %] penisilin streptomisin i¢eren) i¢erisinde
75 em2’lik hiicre kiiltiir plaklarina yapilmis ve 37°C’de %5 COz iceren inkiibatorde

cogaltilmigtir. Kiiltlir ortamindaki hiicrelerin inkiibator igerisinde uygun araliklarla
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besiyeri degistirilmis; uygun zamanlarda pasajlanarak AGS hiicreleri ¢ogaltilmistir.
NCTC11637 Helicobacter pylori susu ile kokiiltiiri yapilacak hiicre grubunda
antibiyotiksiz besiyeri kullanmistir. DNA onarim enzim inhibitorii olan Nu7441 dozu
10 uM olarak belirlenmis ve bakteri grubuna bakteri ekiminden 2 saat 6nce ve kontrol

grubuyla es zamanli olarak eklenmistir.
3.5.2. Bakteri Kiiltiirii

Calismada Helicobacter pylori susu (NCTC 11637) kullanilmustir.
Mikroaerofilik kosullarda kanli columbia agara ekilen Helicobacter pylori DPBS ile
inokiile edilmis ve tez ¢alismasi kapsaminda, AGS hiicrelerine ekilmistir. Calisma

gruplarmin IC30 ve IC50 degerlerinin belirlenmesi MTT deneyi ile tayin edilmistir.

Tablo 3.1. AGS hiicre hattt ile ko-kiiltiirii yapilacak olan bakterilerin IC30
degerlerinin belirlenmesi amaciyla kullanilan 24 saatlik inkiibasyon da kullanilan
infeksiyon ¢oklugu (Multiplicity of Infection, MOI, bir canl1 memeli hiicresi basina

kac adet bakteri hiicresinin tekabiil edecegi) degerleri

MOl Helicobacter pylori /10 pL 2 ml DPBS icindeki Helicobacter
Degeri pylori miktar

MOI 25 250.000 5x10’

MOI 50 500.000 1x108

MOI 75 750.000 15x10’

MOI 100 1000.000 2x108

MOI 150 1500.000 3x108

MOI 200 2000.000 4x108
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Tablo 3.2. MTT deneyi ile tayin edilen Helicobacter pylori/Nu7441/AGS ve
Helicobacter pylori/AGS grubuna ait 1C3g dozlar1.

Gruplar Maruziyet Inkiibasyon Siiresi
Kontrol - 24 saat
Nu7441/ Kontol 10 uM Nu7441 eklenmis AGS 24 saat

hiicreleri
Helicobacter pylori ve | MOI142 Helicobacter pylori 24 saat
AGS Hiicre ile kokiiltiirii yapilmis AGS

hiicreleri
Helicobacter pylori ve | 10uM Nu7441eklenip MOI 94 24 saat
Nu7441/ AGS Helicobacter  pylori ile

kokiiltiirih  yapilmis  AGS

hiicreleri

Inhibitér konsantrasyon 30 (IC3), hiicre canliliginda %30 inhibisyona neden olan konsantrasyonu ifade
etmektedir.

3.5.3. Uygun Hiicre Sayilarimin Belirlenmesi

1. Flaskta tutunmus AGS hiicreleri lizerinden besiyeri ¢ekilerek 6lii hiicreler
uzaklastirilmistir.

2. Flaska tutunmus hiicreler 4 ml DPBS ¢ozeltisi ile ikiser kez yikanmistir.

3. Flaska 4 ml tripsin-EDTA eklenmis, hiicreler 3—5 dk inkiibatérde tutulmus ve
hiicrelerin tutunduklar1 yerden ayrilip slispande olmalar1 saglanmistir.

4. Isik mikroskobunda hiicrelerin siispande olup olmadiklari kontrol edilmistir.

5. Flask iizerine tripsin-EDTA’nin etkisini ortadan kaldirmak amaciyla 4 ml
besiyeri eklenmistir.

6. 4 ml besiyeri eklenen steril Falkon tiipe Tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler
aktarilmig ve besi yeri 10 ml’ye tamamlanmustir.

7. Hiicre siispansiyonu 1200 devir/dak hizda 5 dakika boyunca santrifiij edilmis
ve santrifiij sonrasi tiipteki siipernatan uzaklastirilmistir.

8. Hiicre pelleti 6 ml besiyeri ile siispande edilmistir.

9. Hiicre siispansiyonundan 50 pl alinarak steril bir ependorf tiipe aktarilmis ve

iizerine 50 pl %0,4 liik tripan mavisi ¢ozeltisi eklenerek slispande edilmistir.
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10. Hiicre siispansiyonu Neubauer hiicre sayim lami {izerinde 151k mikroskobu
altinda incelenmistir. Neubauer hiicre sayim laminin {ist ve alt kisimlarinda
bulunan dort karenin kenar c¢izgileri tizerindeki hiicreler harig, karelerdeki
hiicreler soldan saga ilerleyerek sayilmistir. Sekiz ayr1 kareden elde edilen
hiicre sayilariin ortalamalar1 alinarak ml’deki canli hiicre sayisi;

11. Toplam hiicre/ml=Sayilan toplam hiicre say1s1 x (diltisyon faktorii /hiicre sayim
laminda sayillan kare sayisi) x 10.000 hiicre/ml formiili kullanilarak
hesaplanmustir

12. Canl1 hiicre konsantrasyonu hesaplandiktan sonra hiicre siispansiyonu, her bir
kuyucukta 10.000 hiicre/90 pl olacak sekilde seyreltilmis, 96 kuyucuklu plaga

hiicre ekimi yapilmustir.

13. Hiicrelerin 37°C de 24 saatlik inkiibasyon siiresince kuyucuklara tutunmasi ve

cogalmasi saglanmistir.

3.5.4. AGS Hiicrelerinde 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum

Bromiir Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi
Yontemin Esasi

Kolorimetrik deney sistemi olan MTT yontemi, 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir ile gergeklestirilen ve radyoaktif izotoplar kullanmadan
spektrofotometrik olarak hiicre biiylimesi ve canliliginin tayini i¢in tasarlanmistir.
Hiicre aktivasyonu ve sitotoksisitenin oOl¢limiiniin yani sira biliylime faktorleri,
sitokinler ve besin dgelerine yanit olarak hiicre proliferasyonunun dl¢imii amaciyla
kullanilan bir yontemdir (208)

Yontemin esasi, proliferasyona ugrayan hiicrelerin artan dehidrojenaz enzim
aktivitesi ile sar1 renkteki tetrazolyum tuzunu (MTT) kullanarak mor renge
doniistiirmesi ve olusan renk siddetinin spektrofotometre ile 570 nm’de 6l¢iilmesine
dayanir (Sekil 3.1). Hiicresel indirgenme, piridin niikleotid kofaktdérleri NADH ve
NADPH ile ger¢eklesmektedir (209)
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Sekil 3.1. Canli hiicreler tarafindan MTT'nin formazan tuza doniisiim metabolizmasi

Yontemin Uygulanisi

1. Steril sartlarda besiyeri uzaklastirildiktan sonra, hiicreler %10 FBS iceren
DMEM besiyeri i¢cinde 24 saat inkiibe edilmistir.

2. Kontrol olarak, bakteri ko-kiiltiirii yapilmamis hiicre hatlar1 kullanilmistir.

3. Inkiibasyon siiresi sonunda uygulama ¢dzeltileri atilarak her bir kuyucuga 5
mg/ml olarak hazirlanan MTT c¢ozeltisinden, 100 ul eklenmis ve 3 saat inkiibe
edilmistir.

4. Inkiibasyon siiresi sonunda MTT ¢ozeltisi uzaklastirilmis hiicrelerin
olusturdugu formazan kristallerini ¢6zmek i¢in her bir kuyucuga 150 pl DMSO
eklenmis ve calkalayicida 5-10 dk siire ile calkalanmustir.

5. Kuyucuklarin absorbans degerleri 570 nm’de 6l¢iilmiistiir.

6. MTT ¢ozeltisinin 151k ile bozunmasini 6nlemek i¢in deney karanlik ortamda
yapilmistir.

7. Kontrol olarak kullanilan hiicrelerin absorbans degeri %100 olarak kabul
edilmistir. IC3o ve inhibitdr konsantrasyon 50 (ICso) degerleri hesaplanmistir.

8. Calisma ii¢ kez tekrarlanmis ve sonuglar ortalama alinarak hesaplanmigtir.
Hiicre Canlihginin Hesaplanmasi

Kontrol hiicrelerinin canliligi %100 kabul edilerek, diger hiicrelerin canlilig

kontrole kiyasla % olarak hesap edilmistir.
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3.5.5. Mikrokopik Incelemeler
Faz Kontrast ve Isik Mikroskopu Incelemesi

Kontrol grubu ve deney grubuna ait hiicreler faz kontrast mikroskobunda
morfolojik  degisiklikler agisindan  degerlendirilmis ve LEICA DFC280

mikroskobunda goriintiilenmistir.
Elektron Mikroskobu incelemeleri

1. Kontrol ve deney gruplarima ait hiicreler Tripsin-EDTA ile kaldirilip
toplandiktan sonra santrifiijlenmis ve iistiindeki siipernatan atildiktan sonra
DPBS ile yikama yapilmustir.

2. Pelet halindeki hiicreler fosfat tamponu ile iki kez santrifiijlendikten sonra
supernatan atilip pelet halindeki hiicreler %2,5 gluteraldehit ile 2 saat oda
1s1sinda fiske edilmistir.

3. Fiksasyon sonrasi gluteraldehitin uzaklastirilmasi i¢in hiicre peleti 0.1 M fosfat
tamponu ile 1200 rpm’de 5 dakika 3 kez santrifiij edilerek yikanmistir.

4. Ikinci fiksasyon igin hiicre peleti 0.1M fosfat tampon iginde %1 osmiyum
tetroksit ile oda sicakliginda, karanlikta 1 saat inkiibe edildi, fosfat tamponu ile
1200 rpm’ de 5 dakika 3 kez santrifiij edilerek yikanmistir.

5. Elde edilen fikse hiicre peleti %2’lik agara gomiildii ve dehidratasyonu
saglamak icin ylikselen derecelerde alkollerden (sirayla %50, %60, %70, %80,
%90, %96 ve %100’liik alkollerden) gegirilmistir.

6. Hiicreler propilen oksit i¢inde iki defa 15 dakika bekletildikten sonra dortlii
plastik karisim Araldite/Epon812 kullanilarak once alistirma ardindan gémme
yapilmistir. .Alistirma yapilirken hiicreler 1 saat 3 6l¢ii propilen oksit + 1 6l¢ii
dortlii plastik karisiminda 1 saat, 1 6lgii propilen oksit + 1 dl¢ii dortlii plastik
karisiminda bir gece, 1 ol¢ii propilen oksit + 3 6l¢ii dortlii plastik karistminda
3 saat, dortli plastik karigiminda tutulduktan sonra dortlii plastik karigimla
bloklanarak etiivde 60°C’de 48 saat polimerize edilmistir.

7. Mikrotomda (Leica RM 2265) alinan 1pm kalinliktaki kesitler %1 lik boraks

icindeki %1°lik metilen mavisi-Azur II karisiminda boyanmastir.
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8. Kesitler 151k mikroskop diizeyinde morfolojik degisikliklerin ve TEM’de

9.

incelenecek alanin belirlenebilmesi i¢in digital kamera (Leica DC490,
Wetzlar-Germany) bagli 11k mikroskop (Leica DM6000B, Wetzlar-Germany)
ile incelenmis ve fotograflanmustir.

Elektron mikroskop incelemesi igin, ince kesitler (70 nm’lik) ultra-mikrotom
(Leica Ultracut R) ile bakir gridler iizerine alindi. Gridler, boyama cihazinda
(Leica EM AC20) uranil asetat ve kursun sitrat ile boyandiktan sonra elektron
mikroskop (JEOL-JEM 1400, Japonya) ile incelenerek CCD kamera (Gatan
Inc., Pleasanton, CA, USA) ile fotograflanmstir.

3.5.6. Hiicre Ici Reaktif Oksijen Tiirlerinin Belirlenmesi
Yontemin Esasi

Yontem esasi, floresan olmayan bir prob olan 5-(ve 6-) klorometil-2°,7’-

diklorodihidrofloresein diasetat (CM-H2DCFDA)’nin canli hiicreler tarafindan yesil-
floresans veren 2'7'-diklorofloresein (CM-DCF)’ne doniistiiriillmesi ve olusan
floresans siddetinin 6l¢iilmesi (Aex=640 nm, Aem=675 nm) esasina dayanmaktadir

(210).

Florometrik hiicre i¢i ROS Kiti, 1 saatlik inkiibasyondan sonra canl

hiicrelerdeki hiicre i¢i ROS (6zellikle siiperoksit ve hidroksil radikalleri) diizeylerini
tespit etmek icin hassas, tek asamali bir florometrik analiz saglamaktadir. ROS,
sitoplazma icinde bulunan florojenik bir sensorle reaksiyona girerek mevcut ROS

miktariyla orantili florometrik bir {iriin olusturur.

Yontemin Uygulanisi

1. Biitiin reaktifler deneye baslamadan 6nce oda sicakligina getirilmistir. 500X ROS

tayin reaktif ¢ozeltisi 1 ml ROS tayin reaktifi ile 40 ul DMSO karistirilarak

hazirlanmstir.

96 kuyucuklu siyah hiicre kiiltiir plagina AGS hiicre 6rnekleri 90 ul DMEM i¢inde

olacak sekilde eklenmistir. ICsp konsantrasyonlar1 olarak belirledigimiz

Nu7441*"MOI142 ve Nu7441'MOI94 bakteri grubu igeren hiicrelerden

kuyucuklaralO pl eklenmistir.
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3. Kontrol gruplarina 90 pl Nu7441*AGS ve Nu7441°AGS ve 10 ul DMEM
eklenmistir.

4. Hiicre kiltiir plag1 37°C deki inkiibatérde 2 saat boyunca bekletilmistir.

5. 20 ul 500X ROS tayin reaktifi ve 10 pl deney tamponu i¢eren master reaksiyon
karigimi1 hazirlanmistir.

6. 100 pul/kuyucuk olacak sekilde master reaksiyon karigimi eklenmistir.

7. Hiicre kiiltiir plag1 3 saat 37°C de inkiibatorde bekletilmistir.

8. Kuyucuklarin floresansi (Aex=640 nm, Aoem=675 nm) de 6l¢iilmiistiir.
ROS Diizeylerinin Hesaplanmasi

Kontrol hiicrelerinin iirettigi hiicre i¢i ROS miktar1 %100 kabul edilerek, diger

hiicrelerin trettigi ROS miktar1 kontrole kiyasla % olarak hesaplanmustir.
3.5.7. Protein Miktarimin Belirlenmesi
Yontemin Esasi

Bisinkoninik asit (BCA) deneyinin esas1, alkali kosullar altinda Cu*? -protein

+2> +1»

kompleksinin olusumuna, ardindan Cu™“’nin Cu’’e indirgenmesine dayanmaktadir.
Indirgenme miktar1 mevcut protein ile orantilidir. Sistein, triptofan, sistin, tirozin ve
peptid baglarmin Cu*?’yi Cu*V’e indirgeyebildigi bilinmektedir. BCA, alkali
ortamlarda Cu*! ile mavi-mor renkli kompleks olusturmakta ve bdylece proteinler ile

alkali Cu*? indirgenmesi spektrofotometrik olarak dl¢iilebilmektedir.
Yontemin Uygulanisi

1. Hiicre lizatlar1 1/50 oraninda seyreltilmistir.

2. Kuyucuklara BCA standartlari, kontrol AGS, Nu7441"MOI142 bakteri grubu veya
Nu7441 MOI94 bakteri grubu i¢ceren AGS hiicre lizatlarindan 150 pl eklenmistir.

3. 7 ml QA tamponu, 7 ml QB tamponu ve 280 ul bakir (II) Siilfat i¢eren ¢alisma
cozeltisi hazirlanmig ve bu ¢alisma ¢ozeltisi (150 pl) kuyucuklara eklenmistir.

4. Plak, calkalayicida 15 dakika ve takiben etiivde (37°C) 2 saat inkiibe edilmistir.

5. Orneklerin absorbans degerleri 562 nm’de dl¢iilmiistiir.
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Protein Miktarinin Hesaplanmasi

Protein standartlarinin konsantrasyonlar1 ve deney sonucunda elde edilen
absorbans degerleri ile standart egrisi (Sekil 3.2.) olusturulmus, protein miktarlar

hesaplanmis ve diliisyon faktorii ile ¢carpilarak ornekte protein miktar1 belirlenmistir.

y=0,0131x+0,0266
5 R?=0,9882

Absorbans {562 nm)

0 50 100 150 200 250

konsantrasyon (pg/ml)

Sekil 3.2. Protein Standart Egrisi.

3.5.8. AGS Hiicrelerinin Lizisi ve Fraksiyonlanmasi

1. Konfluent hale gelmis flasklara 1C3p dozlarinda bakteri konsantrasyonlari
uygulanarak 24 saat stire ile inkiibe edilmistir.

2. 24 saat sonunda besiyeri ¢ekilip 2 kez DPBS ile yikanmustir.

3. Yikama isleminden sonra, flasklara tripsin-EDTA eklenmis hiicrelerin

tutunduklar1 yerden ayrilmasi saglanmis ve ardindan besiyeri eklenmistir.

4, 1200 devir/dak hizda santrifiij edilerek siipernatant atilmis ve hiicre pelleti elde
edilmistir.
S. Liziz etme islemi i¢in hiicre liziz tampon ¢ozeltisi ve proteaz inhibitor kokteyli

kullanilmigtir. 100 ml liziz tampon ¢6zeltisi igerisinde 1 ml proteaz inhibitorii
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icerecek sekilde proteaz inhibitdr kokteyli hazirlanmistir. Proteaz inhibitori -

20°C’de, liziz tampon ¢ozeltisi ise 4°C’de saklanmustir.

6. Her bir hiicre grubuna 800 ul liziz tamponu eklenmis, takiben hiicre
siispansiyonlar1 iki gruba ayrilmustir. ik grup 3500 devir/dak hizda 15 dakika,
ikinci grup 13000 devir/dak hizda 15 dakika boyunca santrifiij edilmis ve

santriflij sonrasi tiiplerdeki slipernatanlar toplanarak -80°C’de saklanmustir.
3.5.9. Glutatyon Peroksidaz 1 Aktivitesinin Ol¢iimii
Yontemin Esasi

Yontem, hidroperoksitin GPx ile indirgenmesi sonucu olusan okside GSSG,
GR ve NADPH ile indirgenmis duruma geri déndiirmesi; NADPH’in NADP"’ye
oksidasyonu sonucu absorbansta meydana gelen azalmanin 340 nm’de Olcililmesi
esasina dayanmaktadir. Bir iinite GPx, dakikada 1 nmol NADPH’1 NADP’ye

doniistiiren enzim miktar1 olarak tanimlanmaistir.
Yontemin Uygulamsi

1. Enzimatik olmayan kuyucuklar (3 kuyucuk): 120 pl deney tamponu ve 50 pl
ko-substrat karigimi eklenmistir.

2. Pozitif kontrol kuyucuklart (3 kuyucuk): 100 ul deney tamponu, 50 pl ko-
substrat ve 20 pl diliie edilmis GPx (kontrol) eklenmistir.

3. Ornek kuyucuklari: 100 pl deney tamponu, 50 ul ko-substrat ve kontrol,
Nu7441*MOI1142 bakteri grubu veya Nu7441° MOI94 bakteri grubu iceren
hiicre lizatlarindan 20 pl belirlenen kuyucuklara eklenmistir.

4. Kullanilan biitiin kuyucuklara 20 pl kiimen hidroperoksit eklenerek reaksiyon
baslatilmistir. Hiicre kiiltiir plagi birkag saniye calkalanarak reaktifin karigsmasi
saglanmistir.

5. En az 5 zaman noktas1 elde etmek kosulu ile spektrofotometre araciligiyla 340
nm'de dakikada bir kez olmak iizere 5 dakika boyunca absorbanstaki azalma

Olgiilmiistiir.
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Glutatyon Peroksidaz 1 Aktivitesinin Hesaplanmasi

Dakika bagina absorbans degisiklikleri (AA340) hesaplanarak, absorbans
degerleri zamanin bir fonksiyonu olacak sekilde grafik ¢izdirilmistir.

Enzimatik olmayan 6rneklerin dakika basina absorbans degerleri ile 6rneklerin
absorbans degerleri arasindaki fark bulunmustur. Asagidaki formiil kullanilarak GPx
aktivitesi hesaplanmigtir.

GPx aktivitesi (nmol/min/ml) = (AA340/0,00373* p/M™) x Diliisyon faktorii

*NADPH ekstinksiyon katsayisi

Diliisyon Faktorii = Viinal / Vmek X Qsmek

Viinai: Kuyucugun nihai hacmi (0,19 ml)

Vimek: Kuyucuga eklenen 6rnek hacmi (0,02 ml)

dsmek= 6rnek diltisyonu (1)

Spesifik Enzim Aktivitesi (nmol/min/mg protein) = GPx aktivitesi/protein

(mg/ml).
3.5.10. Katalaz Aktivitesinin Ol¢iimii
Yontemin Esasi

Yontem, hidrojen peroksit substratinin CAT ile enzimatik olarak tepkimeye
girmesi sonucunda olusan formaldehitin, kromojen (4-amino-3-hidrazino-5-merkapto-
1,2,4-triazol; purpald) ile renkli bir bilesik olusturmasi ve olusan renk siddetinin
kolorimetrik olarak 540 nm’de Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir. 1 iinite enzim
25°C’de, 1 dakikada 1 nmol formaldehit olusumuna neden olan enzim miktar1 olarak

tanimlanmaistir.
Yontemin Uygulanisi

1. 100 pl seyreltilmis deney tamponu, 30 pl metanol ve 20 pl formaldehit
standardi veya kontrol, Nu7441*MOI1142 bakteri grubu veya Nu7441° MOi194
bakteri grubu iceren hiicre lizatlarindan ilgili kuyucuklara eklenmistir.

2. Tim kuyucuklara 20 pl seyreltilmis hidrojen peroksit, reaksiyonun baglama
zamanina dikkat edilerek hizli bir sekilde eklenmistir.

3. Hiicre kiiltiir plagi, oda sicakliginda, ¢alkalayicida 20 dakika inkiibe edilmistir.
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4. Tiim kuyucuklara reaksiyonu sonlandirmak tizere 30 ul potasyum hidroksit
eklenmis, ardindan 30 pl katalaz purpald eklenmistir.

5. Hiicre kiiltiir plagi, oda sicakliginda, ¢alkalayicida 10 dakika inkiibe edilmistir.

6. Kullanilan biitiin kuyucuklara 10 pl potasyum periyodat eklenmis, hiicre kiiltiir

plagi, oda sicakliginda, ¢alkalayicida 5 dakika inkiibe edilmistir.

7. Orneklerin absorbans degerleri 540 nm’de 6l¢iilmiistiir.

Katalaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

Formaldehit standartlarinin konsantrasyonlar1 ve deney sonucunda elde edilen
absorbans degerleri ile olusturulan standart egrisinden (Sekil 3.3) formaldehit

konsantrasyonlar1 (uM) hesaplanmistir.

0,3 -
y =0,0033x+ 0,0046
0,25 ~ R? =0,9879

0,2

0,15

0,1

Absorbans (540 nm)

0,05

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Konsantasyon (pM)

Sekil 3.3. Katalaz Aktivitesi Standart Egrisi.

Katalaz aktivitesi hesaplanirken formaldehit konsantrasyonu, tepkimenin
izlenme siiresi ve diliisyon faktorii kullanilmis; protein degerleri kullanilarak spesifik
aktivite belirlenmistir.

CAT Aktivitesi (nmol/dk/ml) = Formaldehit (uM)/ 20 dk x Diliisyon faktorii

Diliisyon Faktorii = Vinal / Vismek X Qomek

Viinal = Kuyucugun nihai hacmi (0,17 ml)



97

Vismek = Kuyucuga eklenen 6rnek hacmi (0,02 ml)
dsmek = Ornek diliisyonu (9)

Spesifik Aktivite (nmol/mg protein) = Aktivite (nmol/dk/ml)/mg protein/ml
3.5.11. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Ol¢iimii
Yontemin Esasi

Stiperoksit dismutaz kiti, hipoksantin ve ksantin oksidaz ile liretilen siiperoksit
radikallerini tespit etmek icin tetrazolyum tuzu kullanilir ve ii¢ tip SOD (Cu/Zn, Mn
ve FeSOD) 6l¢iilebilmektedir.

Total SOD aktivitesi 6l¢iim yontemi, ksantin oksidazin ksantini iirik aside
doniistiiriirken olusturdugu O2.- iyonunun SOD ile dismutasyonu esnasinda ortama
eklenen WST-1 formazan (2-(4-iyodofenil)- 3-(4- nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)- 2H-
tetrazolyum, monosodyum tuzu) maddesinin WST1’ye ddnilismesinin Sl¢lilmesinde
ortaya ¢ikan renk degisiminin spektrofotometrik bir yontemle 460 nm’de Slgiilmesi

esasina dayanmaktadir (Sekil 3.4).

Ksantin 20,

+0, \ / Formazan
Ksantin Oksidaz
) H?O:rl ,/ k 20,* Tetrazolyum tuzu
Urik Asit
SOD
0O, +H,0,

Sekil 3.4. Siiperoksit Dismutaz Ol¢iimii Reaksiyon Semast.

Yontemin Uygulanisi:

1. Kuyucuklara 200 pl diliie edilmis radikal detektdrii ve belirili kuyucuklara 10
ul SOD standart1 veya kontrol, Nu7441*MOI142 bakteri grubu veya Nu7441-
MOI94 bakteri grubu igeren hiicre lizatlarindan eklenmistir.
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2. Ksantin oksidaz (20 pl) eklenerek reaksiyon baslatilmis, birkag saniye hiicre
kiiltiir plag: ¢alkalanmustir.
3. Hiicre kiiltiir plagi, oda sicakliginda c¢alkalayicida 30 dakika inkiibe edilmistir.

4. Orneklerin absorbans degerleri 460 nm’de 6l¢iilmiistiir.
Siiperoksit Dismutaz Aktivitesinin Hesaplanmasi

Kor, standart ve tiim 6rneklere ait ortalama absorbans degerleri hesaplanmustir.
Kore ait absorbans degerinin kendisine ve standartlarin absorbans degerlerine
boliinmesi ile elde edilen oran, standartlarin SOD aktivitesine kars1 grafige gecilerek
“standart egri” elde edilmistir (Sekil 3.5.). Standart egriden hareketle, 6rneklerin SOD
aktiviteleri belirlenmistir. Diliisyon faktorii ve protein degerleri kullanilarak spesifik
aktivite (U/mg protein) hesaplanmistir. Siiperoksit radikallerinin %350 sininin

dismutasyonu i¢in gerekli olan enzim miktar1 bir iinite olarak tanimlanmistir.

12

y=205,02x+0,4941
10 R’=0,8684 ..

Absorbans (460 nm)
(=]
[
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Sekil 3.5. Siiperoksit Dismutaz Standart Egrisi.

Spesifik Aktivite (U/mg protein) = SOD (U/ml)/ protein (mg/ml) x Diliisyon
faktorii

Diliisyon Faktorii = Vinal / Vimek X Qsmek

Viinal: Kuyucugun nihai hacmi (0,23 ml)

Vismek: Kuyucuga eklenen 6rnek hacmi (0,01 ml)

dsmek=Ornek diltisyonu (1).
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3.5.12. Total Glutatyon Diizeylerinin Belirlenmesi
Yontemin Esasi

Yontem, DTNB’nin GR ile katalizlenen bir reaksiyonla, sar1 renkli 5-tiyo-2-
nitrobenzoik asit (TNB)’ye doniismesinin &lgiilmesine dayanmaktadir. Uretilen
disiilfir GS-TNB (GSH ve TNB arasinda), GSH’yi geri doniistiirmek ve daha fazla
TNB iiretmek amaciyla GR tarafindan indirgenmektedir (Sekil 3.6). Uretilen TNB
orant dogrudan bu geri doniislim reaksiyonu ve dolayisiyla ornekteki GSH
konsantrasyonu ile orantilidir. TNB’nin absorbansinin 414 nm’de o6l¢iilmesi ile

ornekteki GSH diizeyi belirlenebilmektedir.

Glutatyon Rediiktaz
GSSG » 2 GSH

TNB . ~» GSH -~
\ \ /
1

[
glutatyon |rediiktaz

LY

N\
\

/ \
~ GSTNB« ™ TNB

Sekil 3.6. GSH dongiisii.

Yontemin Uygulanisi

1. Kuyucuklara 50 pl GSSG standart ¢ozeltisi eklenmistir.

2. Kuyucuklara kontrol AGS, Nu7441*MO1142 bakteri grubu veya Nu7441° MOi94
bakteri grubu iceren AGS hiicre lizatlarindan 50 pl eklenmistir.

3. Deney kokteyli, 20 mI’lik vialde, MES tamponu (11,25 ml), ko-faktor karisimi
(0,45 ml), enzim karistmi (2,1 ml), distile su (2,3 ml) ve DTNB (0,45 ml)
karistirilarak hazirlanmistir.

4. Kuyucuklara taze olarak hazirlanmis deney kokteylinden 150 pl eklenmistir.

5. Hiicre kiiltiir plag: ¢alkalayicida 1siktan korunarak 25 dakika inkiibe edilmistir.

6. Orneklerin absorbans degerleri 414 nm’de Slciilmiistiir.
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Total Glutatyon Diizeylerinin Hesaplanmasi

GSSG standartlarinin  konsantrasyonlarina karsi standartlara ait absorbans
degerleri ile olusturulan standart egrisinden (Sekil 3.7) orneklerdeki total GSH

konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Sonuglar nmol/mg protein cinsinden verilmistir.

35

y = 0,359x+0,1027
R*=0,9986..-"®
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Sekil 3.7. GSH Standart Egrisi.

3.5.13. Total Antioksidan Kapasite Ol¢iimii
Yontemin Esasi

Yontem, antioksidanlar tarafindan katalizlenen bir reaksiyonla, koyu mavi-
yesil renkli ABTS radikallerinin azaltilarak daha agik renkli ABTS formuna

dontismesiyle verdigi absorbansin 660 nm'de dl¢iilmesine dayanmaktadir.
Yontemin Uygulanisi

1. Kuyucuklara 18 pl TAOC standarti, kontrol, Nu7441*MOi142 bakteri grubu
veya Nu7441° MO194 bakteri grubu igeren hiicre lizatlarindan eklenmistir.
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2. Her bir kuyucuga 300 pl reaktif 1 ¢ozeltisinden eklenerek karistiricida birkag
dakika karigtirllmis ve hiicre kiiltiir plagi, oda sicakliginda 30 dakika inkiibe
edilmistir.

3. Orneklerin ilk absorbans degerleri (A1) 660 nm’de dl¢iilmiistiir.

4. Orneklere 45 pl reaktif 2 ¢ozeltisinden eklenerek karistiricida birkag dakika
karigtirilmis ve hiicre kiiltiir plagi, 37 °C de 5 dakika inkiibe edilmistir.

5. Orneklerin ikinci absorbans degerileri (A2) 660 nm'de dl¢iilmiistiir.
Total Antioksidan Kapasitenin Hesaplanmasi

Kor, standart ve tiim 6rneklere ait ortalama absorbans degerleri hesaplanmustir.
Kore ait absorbans degerinden drneklere ait absorbans degerlerinin ¢ikarilarak yine
kore ait absorbans degerinden standartlara ait absorbans degerlerinin ¢ikarilmasi ile
elde edilen degere boliinmesi ile elde edilen oranlar grafige gecilerek “standart egri”
elde edilmistir. Standartlar i¢in onuglar mmol/ mL cinsinden verilmistir; 6rnekler igin

sonuglar mmol/mg protein olarak verilmistir (Sekil 3.8.).

y=0,0118x+0,2783 _®
R*=0,9944 .-
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Sekil 3.8. Total Antioksidan Kapasite Standart Egrisi

A2-A1=%Abs (Standart/Ornek/Kor)
TAOC= AAbs H20- ZAbs ornek/ ZAbs H>,O- AAbs standart
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3.5.14. Lipit Peroksidasyonunun Belirlenmesi
Yontemin Esasi

Malondialdehit, lipit peroksidasyonunun dogal olarak meydana gelen
trlintidiir. Yontem, malondialdehit ve tiyobarbitiirik asidin yiliksek sicaklik ve asidik
kosullar altinda reaksiyonu ile olusan MDA-TBA kompleksinin kolorimetrik veya

florometrik olarak 6lgiilmesi esasina dayanmaktadir (Sekil 3.9.).

+ 2H0

OH OH

MDA TBA MDA-TBA

Sekil 3.9. MDA-TBA kompleksinin olugumu.

Yontemin Uygulamsi

1. 100 pl seyreltilmis standart ¢ozeltisi veya hiicre lizatlar1 Sml’lik cam tiiplere
eklenmis ve her tiipe 100 pl SDS ¢ozeltisi eklenerek hizlica karistirilmistir.

2. Her cam tiipe 4 ml renk reaktifi eklenerek karistirilmistir.

3. Tipler su banyosunda (100°C) bir saat boyunca bekletilmistir. Bir saat sonunda
cam tiipler kaynayan sudan hizlica alinarak buzda 10 dakika siire ile inkiibe
edilmistir.

4. Tipler 3500 devir/dak 10 dakika siire ile santrifiij edilmistir.

5. Tiplerden 150 pl alinarak hiicre kiiltiir plagina eklenmistir.

6. Orneklerin absorbans degerleri 530 nm’de dl¢iilmiistiir.
MDA Diizeylerinin Hesaplanmasi

Her standart ve 6rnegin ortalama absorbans degerleri hesaplanmistir. 0 uM
standardi1 kendi absorbans degerinden ve diger absorbans degerlerinden (standartlar)

cikartilarak dogru absorbans degerleri elde edilmistir. Bu degerler MDA
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konsantrasyonunun bir fonksiyonu olarak ¢izdirilmis, standart egri (Sekil 3.10.) elde
edilmis, MDA diizeyleri uM cinsinden hesaplanmistir. Sonuglar nmol/mg protein

cinsinden verilmistir.

y =0,0011x-0,0075
0,2 - R?=0,743

0,1
0,05 ’
¢
> : o : : .
0 50 100 150 200 250

Konsantrasyon (M)

Sekil 3.10. MDA Standart Egrisi.

3.5.15. Karbonil Grubu Diizeylerinin Ol¢iimii

Yontemin Esasi

Protein oksidasyonunun en genel gostergesi protein karbonilleridir. Fe*? ve
Cu*? gibi redoks déngiisii katyonlari, proteinler iizerindeki katyon baglama bélgelerine
baglanmakta ve H202 veya Oz’nin yardimi ile birka¢ aminoasidin yan zincir amin
gruplarint karbonillere doniistiiriilmektedir. 2,4-dinitrofenilhidrazin  (DNPH) ve
protein karbonilleri arasindaki reaksiyon sonucu spektrofotometrik olarak analiz

edilebilen hidrazon olugmaktadir.
Yontemin Uygulanisi

1. 200 ul kontrol AGS lizat1 veya 200ul Nu7441*MOIi142 bakteri grubu veya
Nu7441"MOI94 bakteri grubu igeren AGS hiicre lizat1 hazirlanmistir.
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Omek gruplarma 800 pl DNPH, kontrol gruplarina ise 800 ul HCI (2,5 M)
eklenmistir.

Ornek ve kontrol gruplar1 oda sicakliginda ve karanlik ortamda 1 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon siiresince, her 15 dakikada bir 6rnek ve kontrol tiiplerine
vorteks uygulanmistir.

Tiiplere %20°lik TCA (1 ml) eklenmis, tiipler vortekslenmis ve buzda 5 dakika
inkiibe edilmistir.

Tiipler 15000 devir/dak 10 dakika siire ile 4°C’de santrifiij edilmistir.
Tiiplerden siipernatan uzaklastirilmig ve hiicre pelleti 1 ml TCA (%10) ile
stispande edilmistir. Takiben tiipler buzda 5 dakika inkiibe edilmistir.

Tiipler 15000 devir/dak 10 dakika siire ile 4°C’de santrifiij edilmistir.
Tiiplerden siipernatan uzaklastirilmis ve hiicre pelleti 1 ml (1:1) etanol/etil
asetat karigimu ile slispande edilmistir. Tiipler 15000 devir/dak 10 dakika stire
ile 4°C’de santrifiij edilmistir. Bu islem iki kere daha tekrarlanmistir.

Protein pelletleri 500 ul guanidin hidroklorit ile siispande edilmistir.

Tiipler 15000 devir/dak 10 dakika siire ile 4°C’de santrifiij edilmistir.

Ornek ve kontrol tiiplerinden 220 pl 96 kuyucuklu plaklara eklenmistir.

. Orneklerin absorbans degerleri 360 nm’de dl¢iilmiistiir.

Karbonil Diizeylerinin Hesaplanmasi

Kontrol gruplarinin absorbans degerleri ile 6rnek gruplarimin absorbans

degerleri arasindaki fark hesaplanmistir (CA). Asagidaki formiil ile karbonil

konsantrasyonlart nmol/ml cinsinden belirlenmistir.

Protein Karbonil (nmol/ml)=[(CA)/(*0,011 uM-1)] x (500 ul/200 pl)
DNPH 370 nm’deki ekstinksiyon katsays1 22.000 Mt cm™ (0,022 uM™* cm™)

dir. Bu deger kuyucuktaki ¢ozeltiye da bagli olan yol uzunlugu da hesaba katilarak

yeniden hesaplanmustir.

Daha sonra karbonil diizeyleri nmol/mg cinsinden hesaplanmaistir.

Karbonil (nmol/mg) = [Protein Karbonil (nmol/ml)] / protein (mg/ml).
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3.5.16. 8-hidroksi-2’deoksiguanin (8-OHdG) Diizeylerinin Belirlenmesi
Yontemin Esasi

DNA’nin oksidatif hasarindan kaynakli doku, serum, plazma, idrar ve hiicre
lizatinda 8-hidroksi-2’deoksiguanin (8-OHdG) olusumunun ELISA ile 6l¢iimii esasina
dayanmaktadir. 8-OHdG, DNA onarimi sirasinda tiretilmektedir ve 6l¢iimii yaslanma,
kanser ve diger dejeneratif hastaliklara bagli oksidatif hasarin gostergesi olarak yararl
olabilir. 8— OHdG Kiti, 8-OHdG monoklonal antikoru ve drnek veya standartlarin 8-
OHdG’lere baglanma 6zelliginden yararlanarak 8-OHdG tayini yapmaktadir. Standart
veya Ornekteki 8-OHdAG’lere baglanmig antikorlarin yikanmasi ile sadece sabit 8-
OHdG’ler ortamda kalmaktadir. Sabit 8-OHdG’leri belirlemek i¢in ikinci bir antikor
daha eklenmekte, bu antikor ortamda kalan monoklonal antikorlara baglanmaktadir.
Tekrar yikama isleminden sonra kromojen eklenmesi ortamdaki antikor miktari
oranina gore renk degisimine neden olmaktadir. Renk reaksiyonu sonlandirildiktan

sonra 450 nm’de spektrofotometrik 6l¢giim yapilmaktadir.
Yontemin Uygulanisi

1. Primer antikor, primer antikor seyreltme ¢o6zeltisi ile seyreltilmistir.

2. 100 pl standart ¢dzeltisi veya kontrol AGS, Nu7441*MOI142 bakteri grubu
veya Nu7441° MOI94 bakteri grubu iceren AGS hiicre lizatlarindan
kuyucuklara eklenerek plak 1,5 saat boyunca inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

3. Plak i¢indeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar 250 pl yikama tamponu ile 2
defa yikanmustir.

4, 1/100 oraninda seyreltilmis biotinli antikor ¢ozeltisi tiim kuyucuklara 100 pl
olarak eklenmis ve plak 1 saat boyunca inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

5. Plak i¢indeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar 250 pl yikama tamponu ile 3
defa yikanmustir.

6. 1/100 oraninda seyreltilmis enzim konjugati ¢ozeltisi kor harig tim
kuyucuklara 100 pl olarak eklenmis ve plak 30 dakika boyunca inkiibatorde
(37°C) bekletilmistir

7. Plak i¢indeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar 250 pl yikama tamponu ile 5

defa yikanmistir.
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8. 100 pl renk reaksiyon ¢ozeltisi tiim kuyucuklara eklenmis, plak enyliksek
standarttaki renk degisimi temel alarak yaklasik 15 dakika boyunca inkiibatérde
(37°C) bekletilmistir

9. Kuyucuklara 100 pl reaksiyonu durdurma c¢ozeltisi eklenmis, 10dakika

icersinde orneklerin absorbans degerleri 450 nm’de Ol¢lilmiistir.
8-OHdG'nin Hesaplanmasi

8-OHdG'nin,  Molecular  Devices-Softmax®  programi  kullanilarak
hesaplanmistir. Standart, 6rnek ve kontrol gruplari program i¢in tanimlanmis ve
absorbans degerleri girilmistir. Programda bulunan lineer, semi-log, log-log,
kuadratik, 4- parametre (lojistik), log-logit, noktadan noktaya, tistel ve kiibik spline
egri algoritmalarindan log-log algoritmasi kullanilarak konsantrasyona karsi
standartlarin ortalamasi ¢izdirilmis, standart egri elde edilmistir (Sekil 3.11).
Standartlar igin sonuglar ng/ml cinsinden verilmistir. Ornekler igin hesaplamalar

ng/mg protein olarak yapilmistir.
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Sekil 3.11. 8-OHdG Standart Egrisi.
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3.5.17. OGG1 (8-Oxoguanin Glikozilaz 1) Diizeylerinin Olciilmesi

DNA’nin oksidatif hasarlarinin tamirinde goérevli proteinlerden olan OGG1
olusumunun ELISA ile 6l¢iimii gerceklestirilmistir. Kullanilan OGG1 Kiti, OGG1
monoklonal antikorunun ve 6rnek veya standartlarin OGG1'e baglanma 6zelliginden
yararlanarak OGG1 tayini yapmaktadir. Standart veya ornekteki OGG1 proteinine
baglanmis antikorlarin yikanmasi ile sadece sabit OGG1 proteinleri ortamda
kalmaktadir. Sabit OGG1 proteinlerini belirlemek igin ortama ikinci bir antikor daha
eklenmekte, bu antikor ortamda kalan monoklonal antikorlara baglanmaktadir. Tekrar
yikama isleminden sonra kromojen eklenmesi ortamdaki antikor miktar1 oranina gore
renk degisimi saglamaktadir. Renk reaksiyonu sonlandirildiktan sonra 450 nm’de

spektrofotometrik 6l¢iim yapilmaktadir.
Yontemin Uygulansi

1. Primer antikor, primer antikor seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

2. 100 pl standart ¢dzeltisi veya kontrol AGS, Nu7441*MOI142 bakteri grubu veya
Nu7441 MOI94 bakteri grubu iceren AGS hiicre lizatlarindan kuyucuklara
eklenerek plak 1,5 saat boyunca inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

3. Plak i¢indeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar 250 pl yikama tamponu ile 2
kez yikanmustir.

4.  1/100 oraninda seyreltilmis biotinli antikor ¢ozeltisi tiim kuyucuklara 100 pl
olarak eklenmis ve plak 1 saat boyunca inkiibatérde (37°C) bekletilmistir.

5. Plak i¢indeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar 250 pl yikama tamponu ile 3
defa yikanmustir.

6.  1/100 oraninda seyreltilmis enzim konjugati ¢6zeltisi kor hari¢ tiim kuyucuklara
100 pl olarak eklenmis ve plak 30 dakika boyunca inkiibatorde (37°C)
bekletilmistir.

7. Plak i¢indeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar 250 ul yitkama tamponu ile 5
defa yikanmistir.

8. 100 ul renk reaksiyon ¢ozeltisi tiim kuyucuklara eklenmis; plak en yiiksek
standarttaki renk degisimi baz alarak yaklagik 15 dakika boyunca inkiibatorde
(37°C) bekletilmistir.
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9. Kuyucuklara 100 pl reaksiyonu durdurma ¢ozeltisi eklenmis, 10dakika

icerisinde orneklerin absorbans degerleri 450 nm’de 6l¢iilmiistiir.
OGG1 Hesaplanmasi

Molecular Devices-Softmax® programi kullanilarak hesaplanmistir. Standart,
ornek ve kontrol gruplar1 program i¢in tanimlanmis ve absorbans degerleri girilmistir.
Programda bulunan lineer, semi-log, log-log, kuadratik, 4- parametre (lojistik), log-
logit, noktadan noktaya, iistel ve kiibik spline egri algoritmalarindan lineer algoritmasi
kullanilarak konsantrasyona karsi standartlarin ortalamasi ¢izdirilmis, standart egri
elde edilmistir (Sekil 3.12). Standartlar i¢in sonuglar ng/ml cinsinden verilmistir.

Ornekler icin ise sonuglar ng/mg protein olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.12. OGG1 Standart Egrisi.

3.5.18. H2AX ve Pan H2AX Diizeylerinin Ol¢iilmesi
Yontemin Esasi

Kit icerisinde yer alan plak anti-fosfo H2AXve Pan H2AX monoklonal
antikoru ile kaphdir ve antikoru tespit edebilmek icin biotin konjuge fosfo-H2AX
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antikoru kullanilir. Standartlar, ornekler ve biyotin-isaretli antikor, kuyucuklara

eklenir. Yikama isleminden sonra kuyucuklara HRP-konjuge streptavidin eklenir.

Renklendirme i¢in TMB substrat kullanilir ve TMB, HRP ile katalizlenerek mavi

renkte iirlin meydana getitirir. Durdurma ¢6zeltisi eklenir, asidin etkisi ile renk sariya

doniisiir. Olusan renk siddeti 450 nm’de Slgiiliir.

10.

Yontemin Uygulanisi

100 pl standart ¢ozeltisi kontrol AGS, Nu7441*MOI142 bakteri grubu veya
Nu7441 MOI94 bakteri grubu igeren AGS hiicre lizatlarindan kuyucuklara
eklenmistir.

Plak 2,5 saat boyunca inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

Plak icindeki cozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklara 300 pl yikama tamponu
eklenerek 4 kez yikanmustir.

Primer antikor, primer antikor seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilmistir. 100 pl
seyretilmis primer antikor ¢6zeltisi tiim kuyucuklara eklenmis, plak 1 saat boyunca
oda sicakliginda bekletilmistir.

Plak icindeki cozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklara 300 pl yikama tamponu
eklenerek 4 defa yikanmugtir.

Sekonder antikor, sekonder antikor seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

100 ul seyretilmis sekonder antikor ¢ozeltisi tiim kuyucuklara eklenmis, plak 1 saat
boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.

Plak i¢indeki cozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklara 300 pl yikama tamponu
eklenerek 5 kez yikanmustir.

Kuyucuklara 100 pl TMB substrati eklenmis ve 30 dakika boyunca oda
sicakliginda ve karanlikta bekletilmistir.

Kuyucuklara 50 pl reaksiyonu durdurma ¢ozeltisi eklenmis, drneklerin absorbans

degerleri 450 nm’de 6l¢iilmiistiir.
H2AX ve Pan H2AX Diizeylerinin Hesaplanmasi

Fosfo-H2Ax diizeyleri ve Pan H2AX diizeyleri, Molecular Devices-Softmax®

programi kullanilarak hesaplanmistir. Standart, 6rnek ve kontrol gruplar1 program igin

tanimlanmis ve absorbans degerleri girilmistir. Programda bulunan lineer, semi-log,
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log-log, kuadratik, 4- parametre (lojistik), log-logit, noktadan noktaya, iistel ve kiibik
spline egri algoritmalarindan {tistel algoritmasi kullanilarak kontrole gére kat olarak
hwsaplanan standartlarin ortalamasi ¢izdirilmis, standart egri elde edilmistir (Sekil
3.13ve Sekil 3.14). Orneklerin hesaplamalar1 da standartlar kullanilarak yine kontrole

gore kat olarak hesaplanmistir.
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Sekil 3.13. H2AX Standart Grafigi.
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3.5.19. Kaspaz 3 Diizeylerinin Olciimii
Yontemin Esasi

Kit i¢inde yer alan plak anti-kaspaz 3 monoklonal antikoru ile kaplidir ve

antikoru tespit edebilmek i¢in biyotin konjuge anti-kaspaz 3 antikoru kullanilir.

Standartlar, Ornekler ve biyotin-isaretli antikor, kuyucuklara eklenir. Yikama

isleminden sonra kuyucuklara HRP-konjuge streptavidin eklenir. Renklendirme igin

TMB substrat kullanilir ve TMB, HRP ile katalizlenerek mavi renkte iiriin meydana

getitirir. Durdurma ¢6zeltisi eklenir, asidin etkisi ile renk sartya dontisiir. Olusan renk

siddeti 450 nm’de ol¢iiliir.

10.

11.

Yontemin Uygulamsi

100 pl standart ¢ozeltisi veya kontrol AGS, Nu7441*MOI 142 bakteri grubu veya
Nu7441 MOI94 bakteri grubu igeren AGS hiicre lizatlarindan hiicre lizatlarindan
kuyucuklara eklenmistir.

Plak 1,5 saat boyunca inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

Plak i¢indeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar yikama tamponu ile 2 defa
yikanmustir.

Primer antikor, primer antikor seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

100 pl seyretilmis primer antikor ¢ozeltisi tiim kuyucuklara eklenmis, plak 1 saat
boyunca inkiibatérde (37°C) bekletilmistir.

Plak i¢indeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar yikama tamponu ile 3 defa
yikanmaistir.

Sekonder antikor, sekonder antikor seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

100 pl seyretilmis sekonder antikor ¢ozeltisi tiim kuyucuklara eklenmis, plak 30
dakika boyunca inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

Plak igindeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar yikama tamponu ile 5 defa
yikanmustir.

Kuyucuklara 90 pl TMB substrat1 eklenmis ve 15 dakika boyunca inkiibatérde
(37°C) bekletilmistir.

Kuyucuklara 50 pl reaksiyonu durdurma ¢ozeltisi eklenmis, 6rneklerin absorbans

degerleri 450 nm’de Slgiilmistiir.
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Kaspaz 3 Diizeylerinin Hesaplanmasi

Kaspaz 3 diizeyleri, Molecular Devices-Softmax® programi kullanilarak
hesaplanmistir. Standart, 6rnek ve kontrol gruplar1 program igin tanimlanmis ve
absorbans degerleri girilmistir. Programda bulunan lineer, semi-log, log-log,
kuadratik, 4- parametre (lojistik), log-logit, noktadan noktaya, iistel ve kiibik spline
egri algoritmalarindan istel algoritmast kullanilarak konsantrasyona karsi
standartlarin ortalamasi ¢izdirilmis, standart egri elde edilmistir. Sonuglar ng/mL

cinsinden verilmistir (Sekil. 3.15.).
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Sekil 3.15. Kaspaz 3 Standart Egrisi. (ng/ml)

3.5.20. Kaspaz 8 Diizeylerinin Olciimii
Yontemin Esasi

Kit igerisinde yer alan plak anti-kaspaz 8 monoklonal antikoru ile kaphdir ve
antikoru tespit edebilmek igin biyotin konjuge anti-kaspaz 8 antikoru kullanilir.
Standartlar, 6rnekler ve biyotin-isaretli antikor, kuyucuklara eklenir. Yikama

isleminden sonra kuyucuklara HRP-konjuge streptavidin eklenir. Renklendirme igin
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TMB substrat kullanilir ve TMB, HRP ile katalizlenerek mavi renkte iiriin meydana
getitirir. Durdurma ¢6zeltisi eklenir, asidin etkisi ile renk sartya doniisiir. Olugan renk

siddeti 450 nm’de Olgiiliir.
Yontemin Uygulanisi

1. 100 pl standart ¢dzeltisi kontrol AGS, Nu7441*MOI142 bakteri grubu veya
Nu7441° MOI94 bakteri grubu igeren AGS hiicre lizatlarindan kuyucuklara
eklenmistir.

2. Plak 1,5 saat boyunca inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

3. Plak icindeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar yikama tamponu ile 2 defa
yikanmugtir.

4. Primer antikor, primer antikor seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

5. 100 pl seyretilmis primer antikor ¢ozeltisi tiim kuyucuklara eklenmis, plak 1 saat
boyunca inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

6. Plak icindeki cozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar yikama tamponu ile 3 defa
yikanmustir.

7. Sekonder antikor, sekonder antikor seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

8. 100 pl seyretilmis sekonder antikor ¢ozeltisi tiim kuyucuklara eklenmis, plak 30
dakika boyunca inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

9. Plak icindeki cozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar yikama tamponu ile 5 defa
yikanmustir.

10. Kuyucuklara 90 pl TMB substrati eklenmis ve 15 dakika boyunca inkiibatdrde
(37°C) bekletilmistir.

11. Kuyucuklara 50 pl reaksiyonu durdurma ¢ozeltisi eklenmis, 6rneklerin absorbans

degerleri 450 nm’de Slgiilmiistiir.
Kaspaz 8 Diizeylerinin Hesaplanmasi

Kaspaz 8 diizeyleri, Molecular Devices - Softmax® programi kullanilarak
hesaplanmigtir. Standart, 6rnek ve kontrol gruplar1 program i¢in tanimlanmis ve
absorbans degerleri girilmistir. Programda bulunan lineer, semi-log, log-log,
kuadratik, 4- parametre (lojistik), log-logit, noktadan noktaya, iistel ve kiibik spline

egri algoritmalarindan distel algoritmasi kullanilarak konsantrasyona karsi
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standartlarin ortalamasi ¢izdirilmis, standart egri elde edilmistir. Sonuglar nmol/mL

cinsinden verilmistir (Sekil.3.16.).
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Sekil 3.16. Kaspaz 8 Standart Egrisi. (ng/ml)

3.5.21. Beclin-1 (BECN1) Diizeylerinin Olgiimii

Yonetimin esasi

Kit icerisinde yer alan plak anti-BECN1 monoklonal antikoru ile kaplidir ve
antikoru tespit edebilmek i¢in biyotin konjuge BECN1 antikoru kullanilir. Standartlar,
ornekler ve biyotin-isaretli antikor, kuyucuklara eklenir. Yikama isleminden sonra
kuyucuklara HRP-konjuge streptavidin eklenir. Renklendirme i¢cin TMB substrat
kullanilir ve TMB, HRP ile katalizlenerek mavi renkte iiriin meydana getitirir.

Durdurma ¢ozeltisi eklenir; bu ¢ozeltieki asidin etkisi ile renk sariya doniisiir. Olusan

renk siddeti 450 nm’de Slg¢iiliir.
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Yontemin Uygulanisi

100 pl standart ¢ozeltisi kontrol AGS, Nu7441*MOI142 bakteri grubu veya
Nu7441° MOI94 bakteri grubu igeren AGS hiicre lizatlarindan kuyucuklara
eklenmistir.

Plak 2 saat boyunca inkiibatdrde (37°C) bekletilmistir.

Plak icindeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar yikama tamponu ile 2 defa
yikanmustir.

Primer antikor, primer antikor seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

100 pl seyretilmis primer antikor ¢dzeltisi tiim kuyucuklara eklenmis, plak 1
saat boyunca inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

Plak icindeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar yikama tamponu ile 3 defa
yikanmustir.

Sekonder antikor, sekonder antikor seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

100 ul seyretilmis sekonder antikor ¢ozeltisi tim kuyucuklara eklenmis, plak
30 dakika boyunca inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

Plak icindeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar yikama tamponu ile 5 defa
yikanmustir.

Kuyucuklara 90 pl TMB substrati eklenmis ve 15 dakika boyunca inkiibatorde
(37°C) bekletilmistir.

Kuyucuklara 50 pl reaksiyonu durdurma c¢ozeltisi eklenmis, Orneklerin

absorbans degerleri 450 nm’de 6l¢iilmiistiir.
BECNI Diizeylerinin Hesaplanmasi

Molecular Devices - Softmax® programi kullanilarak hesaplanmistir. Standart,

ornek ve kontrol gruplar1 program i¢in tanimlanmis ve absorbans degerleri girilmistir.

Programda bulunan lineer, semi-log, log-log, kuadratik, 4- parametre (lojistik), log-

logit, noktadan noktaya, listel ve kiibik spline egri algoritmalarindan lineer algoritmasi

kullanilarak konsantrasyona karsi standartlarin ortalamasi ¢izdirilmis, standart egri

elde

edilmistir. Sonuglar ng/mL olarak verilmistir; Orneklerdeki BECNI1

konsantrasyonu ng/mg protein olarak hesaplanmistir (Sekil.3.17).

Relatif OD4so =(Kuyucuk OD450)- (Kor ODaso )
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y =0,0726x+0,0015

Absorbans (450 nm)

BECN1 (ng/ml)

Sekil 3.17. BECNI1 Standart Egrisi.

3.5.22. LC3 Diizeylerinin Ol¢iimii
Yonetimin esasi

Kit icerisinde yer alan plak LC3 monoklonal antikoru ile kaplidir ve antikoru
tespit edebilmek i¢in biyotin konjuge LC3 antikoru kullanilir. Standartlar, 6rnekler ve
biyotin-isaretli antikor, kuyucuklara eklenir. Yikama igleminden sonra kuyucuklara
HRP-konjuge streptavidin eklenir. Renklendirme i¢cin TMB substrat kullanilir ve
TMB, HRP ile katalizlenerek mavi renkte iiriin meydana getirir.

Durdurma c¢ozeltisi eklenir, ¢ozeltideki asidin etkisi ile renk sariya doniisiir.

Olusan renk siddeti 450 nm’de Olgiiliir.
Yontemin Uygulanisi

1. 100 pl standart ¢dzeltisi kontrol AGS, Nu7441*MOI142 bakteri grubu veya
Nu7441 MOI94 bakteri grubu igeren AGS hiicre lizatlarindan kuyucuklara
eklenmistir.

2. Plak 1,5 saat boyunca inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

3. Plak i¢indeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar yikama tamponu ile 2 defa

yikanmaistir.
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Primer antikor, primer antikor seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

100 pl seyretilmis primer antikor ¢ozeltisi tiim kuyucuklara eklenmis, plak 1
saat boyunca inkiibatérde (37°C) bekletilmistir.

Plak i¢indeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar yikama tamponu ile 3 defa
yikanmaistir.

Sekonder antikor, sekonder antikor seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

100 ul seyretilmis sekonder antikor ¢ozeltisi tim kuyucuklara eklenmis, plak
30 dakika boyunca inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

Plak igindeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar yikama tamponu ile 5 defa
yikanmugtir.

Kuyucuklara 90 pl TMB substrat1 eklenmis ve 15 dakika boyunca inkiibatérde
(37°C) bekletilmistir.

Kuyucuklara 50 pl reaksiyonu durdurma c¢ozeltisi eklenmis, Orneklerin

absorbans degerleri 450 nm’de ol¢iilmiistiir.
LC3 Diizeylerinin Hesaplanmasi

Molecular Devices - Softmax® programi kullanilarak hesaplanmistir. Standart,

ornek ve kontrol gruplar1 program i¢in tanimlanmis ve absorbans degerleri girilmistir.

Programda bulunan lineer, semi-log, log-log, kuadratik, 4- parametre (lojistik), log-

logit, noktadan noktaya, iistel ve kiibik spline egri algoritmalarindan iistel algoritmasi

kullanilarak konsantrasyona karsi standartlarin ortalamasi ¢izdirilmis, standart egri

elde edilmistir. Sonuglar pg/mLolarak verilmistir (Sekil.3.18).
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3.5.23. p62 Diizeylerinin Ol¢iimii
Yonetimin esasi

Kit igerisinde yer alan plak p62 monoklonal antikoru ile kaplidir ve antikoru
tespit edebilmek i¢in biyotin konjuge p62 antikoru kullanilir. Standartlar, 6rnekler ve
biyotin-isaretli antikor, kuyucuklara eklenir. Yikama isleminden sonra kuyucuklara
HRP-konjuge streptavidin eklenir. Renklendirme i¢in TMB substrat kullanilir ve
TMB, HRP ile katalizlenerek mavi renkte {liriin meydana getitirir. Durdurma ¢ozeltisi
eklenir; ¢ozeltideki asidin etkisi ile renk sartya doniisiir. Olusan renk siddeti 450 nm’de

Olciiliir.
Yontemin Uygulanisi

1. 100 pl standart ¢dzeltisi kontrol AGS, Nu7441*MOI142 bakteri grubu veya
Nu7441 MOI94 bakteri grubu igeren AGS hiicre lizatlarindan kuyucuklara
eklenmistir.

2. Plak 1,5 saat boyunca inkiibatdrde (37°C) bekletilmistir.
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Plak icindeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar yikama tamponu ile 2 defa
yikanmaistir.

Primer antikor, primer antikor seyreltme ¢6zeltisi ile seyreltilmistir.

100 pl seyretilmis primer antikor ¢ozeltisi tiim kuyucuklara eklenmis, plak 1
saat boyunca inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

Plak icindeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar yikama tamponu ile 3 defa
yikanmigtir.

Sekonder antikor, sekonder antikor seyreltme ¢ozeltisi ile seyreltilmistir.

100 ul seyretilmis sekonder antikor ¢ozeltisi tim kuyucuklara eklenmis, plak
30 dakika boyunca inkiibatorde (37°C) bekletilmistir.

Plak icindeki ¢ozeltiler dokiilmiis ve kuyucuklar yikama tamponu ile 5 defa
yikanmustir.

Kuyucuklara 90 pl TMB substrati eklenmis ve 15 dakika boyunca inkiibatorde
(37°C) bekletilmistir

Kuyucuklara 50 pl reaksiyonu durdurma ¢ozeltisi eklenmis, Orneklerin

absorbans degerleri 450 nm’de 6l¢iilmiistiir.
p62 Diizeylerinin Hesaplanmasi

Molecular Devices - Softmax® programi kullanilarak hesaplanmistir. Standart,

ornek ve kontrol gruplar1 program i¢in tanimlanmis ve absorbans degerleri girilmistir.

Programda bulunan lineer, semi-log, log-log, kuadratik, 4- parametre (lojistik), log-

logit, noktadan noktaya, iistel ve kiibik spline egri algoritmalarindan iistel algoritmasi

kullanilarak konsantrasyona karsi standartlarin ortalamasi ¢izdirilmis, standart egri

elde edilmistir. Sonuglar ng/mLolarak verilmistir (Sekil.3.19).
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Sekil 3.19. P62 Standart Egrisi (ng/ml)

3.6. Verilerin Degerlendirilmesi

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesi SPSS 17.0 (Chicago, IL)
programi kullanilmistir. Tiim gruplardan elde edilen sonuclarin karsilagtirilmasi
Kruskal-Wallis varyans analizi ile yapilmis ve gruplar arasindaki fark Student t testi
kullanilarak yapilmistir. Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmis, p<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Tayini

AGS hiicreleri Helicobacter pylori ile farkli MOI degerlerinde Nu7441
varliginda ve yoklugunda 24 saat infekte edilmis ve hiicre canlilig lizerindeki etkileri
MTT yontemi ile incelenmistir. Sitotoksisite degerleri li¢ farkli giinde ve giin i¢i {i¢
tekrar ile yapilmigtir. Hiicre canliliklart herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol
grubuna gore % olarak belirlenmistir. Kontrol grubuna gore hiicre canliliginda %50
inhibisyona neden olan konsantrasyon degerleri (medyan inhibitér konsantrasyon,
ICs0) ve hiicre canliliginda %30 inhibisyona neden olan konsantrasyon (inhibitor

konsantrasyon 30, IC3o) degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.1; Sekil 4.1.a ve Sekil 4.1.b).

Tablo 4.1. Calisma Gruplarinin IC3o Ve ICso Degerleri

Calisma Gruplan HP HP+Nu7441
1Cs0 1423 97,3
1Cso0 259 194

* Sonuglar ti¢ farkli zamanda ve giin igi iki tekrarla yapilan ¢alismalarin ortalama degerleridir.

I1C30: inhibit6r konsantrayon; ICso medyan inhibitdr konsantrasyon.

HELICOBACTER PYLORi UYGULANAN AGS
HUCRELERINDE SiTOTOKSISITE SONUCLARI

100
o ...
80 R SR
o T ..
A
50 y=-0,1716x +94,416
40 R?=0,9783
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20
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Hiicre canhiligi (%)
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Sekil 4.1. a. AGS hiicre canlili iizerinde HP nin (MOI degerlerinin) etkisi



122

HELICOBACTER PYLORi VE NU7441 UYGULANAN
AGS HUCRELERINDE SITOTOKSISITE SONUCLARI
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Sekil 4.2.b. AGS hiicre canliligi iizerinde Nu741+HP nin (MOI degerlerinin) etkisi

4.2. Mikroskopik Incelemeler
4.2.1. Isik mikroskopu Incelemeleri

AGS hiicrelerinde belirgin ¢ekirdek¢ik, Okromatik ve biiyiik ¢ekirdekler
gozlenmistir. Cekirdek sitoplazma orani ¢ekirdek lehine bulunmustur. Hiicrelerde yer
yer kiigiik vakuoller gozlenmistir (Sekil 4.3.).

Helicobacter pylori ile inkiibe edilen AGS hiicrelerinin membranlari izerinde
Helicobacter pylori’nin flagellar1 izlenmistir. Hiicrelerin sitoplazmasinda vakuoller
gozlenmistir (Sekil 4.4.).

Nu7441 ile inkube edilen AGS hiicrelerinin ¢ekirdeklerinin ve hiicre
membraninin saglam oldugu; ancak sitoplazmanin ¢ok sayida vakoulle dolu oldugu ve
bu vakuoller ile ¢ekirdegin kenara itildigi gozlenmistir (Sekil 4.5.).

Helicobacter pylori ve Nu7441 ile inkube edilen grupta AGS hiicrelerinin
membrani ¢cevresinde flagellalar ile gevrede gubuk sekilli Helicobacter pylori kesitleri
gozlenmistir. Bu grupta mide adenokarsinom hiicre sayisinin olduk¢a azaldigi, var

olan hiicrelerin sitoplazmasinin vakuoller ile dolu oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.3. Kontrol grubu mikrografi
Metilen mavisi-Azur 11 X630.

AGS hiicreleri belirgin ¢ekirdekgeik, dkromatik, biiyiik ¢ekirdekleri ile gézlenmektedir. Cekirdek
sitoplazma orani ¢ekirdek lehine belirlenmistir.
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Sekil 4.4. HP grubu mikrografi

Metilen mavisi-Azur 1l X630

Helicobacter pylori ile inkiibe edilen AGS hiicrelerinin sitoplazmasinda vakuoller, hiicrelerin
cevrelerinde membrana tutunmusg Helicobacter pylori’nin flagellar1 izlenmektedir.
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Sekil 4.5. Nu7441 grubu mikrografi

Metilen mavisi-Azur 11 X630

Nu7441 ile inkube edilen AGS hiicrelerinde sitoplazmada ¢ok sayida vakoul ve bu vakuoller ile
¢ekirdegin kenara itildigi gozlenmektedir.
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Sekil 4.6. HP + Nu7441 mikrografi

Metilen mavisi-Azur 11 X630

Helicobacter pylori ve Nu7441 ile inkube edilen gruba ait mikrografta ¢ubuk sekilli Helicobacter
pylori ve AGS hiicreleri izlenmektedir. Hiicre sayisinin olduk¢a azaldigi var olan hiicrelerin
sitoplazmasinin vakuoller ile dolu oldugu gozlenmektedir.
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4.2.2. Elektron mikroskopu incelemeleri
Kontrol grubu

AGS hiicrelerinin elektron mikroskop ile incelemesinde hiicrelerin kiigiik
mikrovilluslari, belirgin ¢ekirdekgik ile girintili ¢ekirdekleri sitoplazmasinda graniillii
endoplazma retikulumu, mitokondriyonlari, glikojen tanecikleri izlenmistir.

Sitoplazmada birkag fagozom gozlenmistir (Sekil 4.7., 4.8., 4.9.).

i

Sekil 4.7. Kontrol grubuna ait elektron mikroskopisi goriintiileri

Uranil asetat-Kursun sitrat X12 000
Kontrol grubunda AGS hiicrelerinin kii¢iik mikrovilluslari, belirgin ¢ekirdekgik ile girintili
cekirdekleri izlenmektedir.
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Sekil 4.8. Kontrol grubuna ait elektron mikroskopisi goriintiileri

Uranil asetat-Kursun sitrat X30 000

Kontrol grubunda daha biiyiik bilyiitmede sitoplazmada graniillii endoplazma retikulumu,
mitokondriyonlar, glikojen tanecikleri ve fagozom gézlenmektedir.
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Sekil 4.9. Kontrol grubuna ait elektron mikroskopisi goriintiileri

Uranil asetat-Kursun sitrat X30 000

Kontrol grubunda daha biiyiik bilyiitmede ¢ekirdekgik, ¢ekirdek, sitoplazmada graniillii endoplazma
retikulumu, kristalari ile mitokondriyonlar izlenmektedir.

HP Grubu

Helicobacter pylori ile inkiibe edilen grupta AGS hiicrelerinin g¢evresinde
hiicre membranina tutunmus ¢ubuk ve kokoid sekilli Helicobacter pylori bakterileri
izlenmistir. AGS hiicre sitoplazmasinda vakuoller ve membran ile gevrili heterojen
icerige sahip yapilar gézlenmistir (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11). Az sayida Helicobacter

pylori ile cevrili hiicrelerde ¢ekirdek saglam ancak sitoplazmada vakuoller, ¢ok sayida
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Helicobacter pylori ile gevrili olanlarda AGS hiicrelerinde ¢ok sayida vakuol ve

karyolizis gozlenmistir (Sekil 4.12 ve Sekil 4.13).

Eas i
e

Sekil 4.10. Helicobacter pylori grubuna ait elektron mikroskopisi goriintiileri

Uranil asetat-Kursun sitrat X8 000

Helicobacter pylori ile inkiibe edilen grupta AGS hiicrelerinin ¢evresinde hiicre membranina
tutunmus ¢ubuk ve kokoid sekilli Helicobacter pylori kesitleri izlenmektedir. AGS hiicre
sitoplazmasinda vakuoller gozlenmektedir.
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Sekil 4.11. Helicobacter pylori grubuna ait elektron mikroskopisi goriintiileri

Uranil asetat-Kursun sitrat X30 000

Dabha biiyiik biiyiitmede Helicobacter pylori ile inkiibe edilen grupta AGS hiicrelerinin ¢evresinde
hiicre membranina tutunmug Helicobacter pylori kesitleri, AGS hiicre sitoplazmasinda vakuoller ve
membran ile ¢evrili heterojen igerige sahip yapilar gézlenmektedir.
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Sekil 4.12. Helicobacter pylori grubuna ait elektron mikroskopisi goriintiileri

Uranil asetat-Kursun sitrat X8 000

Helicobacter pylori ile inkiibe edilen grupta ¢cok sayida Helicobacter pylori ile ¢evrili olan AGS
hiicrelerinde ¢ok sayida vakuol ve karyolizis gézlenmektedir.
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Sekil 4.13. Helicobacter pylori grubuna ait elektron mikroskopisi goriintiileri

Uranil asetat-Kursun sitrat X20 000

Daha biiytik biiyiitmede AGS hiicre sitoplazmasinda ¢ok sayida vakuol ve karyolizis gdzlenmektedir.

Nu7441 Grubu

Nu7441 uygulanan grupta, ¢ekirdegi intakt, sitoplazmasinda biiyiik vakuoller
yani sira otofajik vakuller ile dolu ¢ekirdegi kenara itilmis AGS hiicrelerinin yanisira
tamamen dejenere olmus hiicreler de izlenmistir (Sekil 4.14 ve Sekil 4.15). AGS

hiicrelerinde yer yer genislemis golgi organeli gozlenmistir.
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Sekil 4.14. Nu7441grubuna ait elektron mikroskopisi goriintiileri

Uranil asetat-Kursun sitrat X7500.

Nu7441 uygulanan grupta ¢ekirdegi saglam ancak vakuoller ile kenara itilmis AGS hiicresi yanisira
tamamen dejenere olmus (yildiz) hiicre izlenmektedir. Hiicrelerin sitoplazmasinda otofajik vakuoller
(ok) yer yer genislemis golgi organeli (G) gozlenmektedir.
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Sekil 4.15. Nu7441grubuna ait elektron mikroskopisi goriintiileri

Uranil asetat-Kursun sitrat x25 000.

Daha biiyiik biiyiitmede, ¢ekirdek membran ve altinda heterokromatin dagilim ile saglam gekirdek,
sitoplazmada otofajik vakuoller izlenmektedir.

HP+ Nu7441 Grubu

Helicobacter pylori ve Nu7441 ile inkube edilen AGS hiicrelerinin ¢gevresinde
Helicobacter pylori kesitleri gézlenmistir. AGS hiicrelerinin sitoplazmasindaki ¢ok
sayida vakuol ile ¢ekirdegin kenara itildigi izlenmistir. Sitoplazmanin merkezinde

daha ufak vakuoller gozlenirken hiicre membranina yakin vakuollerin oldukca
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irilestigi belirlenmistir. Sitoplazmada i¢i bos vakuoller yanirira otofajik vakuollerde
gozlenmistir (Sekil 4.16., Sekil 4.17., Sekil 4.18., Sekil 4.19.).

Sekil 4.16. HP+ Nu7441 grubuna ait elektron mikroskopisi goriintiileri

Uranil asetat-Kursun sitrat X8000

Helicobacter pylori ve Nu7441 ile inkube edilen grupta AGS hiicrelerinin ¢evresinde Helicobacter
pylori kesitleri, AGS hiicrelerinin sitoplazmasindaki ¢ok sayida irili ufakli vakuol ile ¢ekirdegin
kenara itildigi izlenmektedir.
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Sekil 4.17. HP+ Nu7441 grubuna ait elektron mikroskopisi goriintiileri

Uranil asetat-Kursun sitrat X15 000

Sitoplazmanin merkezinde daha ufak vakuoller gézlenirken hiicre membranina yakin vakuollerin
oldukga irilestigi, i¢i bos vakuoller yanisira otofajik vakuollerde gbzlenmektedir.
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Sekil 4.18. HP+ Nu7441 grubuna ait elektron mikroskopisi goriintiileri

Uranil asetat-Kursun sitrat X25 000

Daha biiyiik biiyiitmede memebranin hemen altinda yerlesmis ¢ekirdek, graniillii endoplazma
retikulumu, mitokondriyon, i¢i bos iri vakuoller ve otofajik vakuol gézlenmektedir.
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Sekil 4.19. HP+ Nu7441 grubuna ait elektron mikroskopisi goriintiileri

Uranil asetat-Kursun sitrat X25 000

Biiyiik biiyiitmede hiicre komgulugunda Helicobacter pylori kesitleri, hiicre icinde merkezde daha
kiiciik periferde daha biiyiik vakuoller izlenmektedir.

4.3. Hiicre ici Reaktif Oksijen Bilesiklerinin Uretiminin Belirlenmesine

Iliskin Sonuclar

Calisma gruplarinda hiicre i¢i ROS degerleri kontrol grubuna gore % olarak
hesaplanmistir. Kontrole gore hiicre i¢i ROS diizeyleri Tablo 4.2. ve Sekil 4.20° de
verilmistir. ROS diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, Kontrol+Nu7441
grubunda %20,37, HP grubunda % 20,83 ve Nu7441+HP grubunda %?20,44
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oranlarinda artig tespit edilmis olup, tiim bu artislar istatistiksel olarak anlamlidir
(p<0,05).

Tablo 4.2. Hiicre i¢i Reaktif Oksijen Bilesiklerinin Kontrole gore (%) Artig Oranlari

Calisma Gruplan ROS Diizeyleri ( Kontrole Gore %)
Kontrol %1002

Nu7441 9%20,37°

HP 9%20,83"

HP+Nu7441 9%20,44°

Tim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

ab Ayni harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli dlgiide farkhidir (p<0,05).

CALISMA GRUPLARIN HUCRE iCi REAKTIF
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Sekil 4.20. Hiicre i¢i ROS Diizeyleri (Kontrole gore % olarak verilmistir)

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.*®

Ayni harfleri tagimayan degerler birbirinden 6nemli 6lgiide farklidir (p<0,05).
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4.4. Antioksidan Enzim Aktivitelerinin Ol¢iimii.
4.4.1. Glutatyon Peroksidaz 1 Aktivitesi

Calisma gruplarina ait GPx aktivitesi Tablo 4.3 ve Sekil 4.21°de verilmistir.
Tim calisma gruplarinda kontrol grubuna gére GPx aktivitesinde istatiksel olarak
anlamli artig goriilmistiir (p<0,05). Bu artis kontrole gére Nu7441 grubunda %160,
HP grubunda %179, HP+Nu7441 grubunda ise %190 olarak belirlenmistir.
HP+Nu7441 grubu ile HP grubu karsilagtirtildigunda, HP+Nu7441 grubunda HP
grubuna gore 2,90 kat daha yiliksek GPx aktivitesi belirlenmistir.

Tablo 4.3. Glutatyon Peroksidaz 1 Aktivitesi

Cahsma Gruplari GPx Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)
Kontrol 0,37+0,012
Nu7441 0,96+0,22°
HP 2,69+0,22°
HP+Nu7441 7,814+2,22¢

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abed Ayni harfleri tasimayan degerler birbirinden dnemli dlgiide farklidir (p<0,05).

CALISMA GRUPLARINDA
GLUTATYON PEROKSIDAZ 1 AKTIVITESI
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Sekil 4.21. Glutatyon Peroksidaz 1 Aktivitesi (nmol/dak/mg protein)

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abed Ayni harfleri tasimayan degerler birbirinden dnemli 6lgiide farklidir (p<0,05).



140

4.4.2. Katalaz Aktivitesi

Calisma gruplarina ait katalaz aktivitesi Tablo 4.4 ve Sekil 4.22°de verilmistir.
Kontrol grubunda bulunan 6rneklerde CAT aktivitesi 26,10+£2,00 nmol/min/protein,
Nu7441 grubunda 21,7442,20 nmol/min/protein, HP grubunda 40,27+7,06
nmol/min/protein ve Nu744+HP grubunda 83,79+12,12 nmol/min/protein olarak
belirlenmistir. Kontrol grubuyla HP (%85) ve HP+Nu7441 (%108) gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlenmistir (p<0,05). HP grubu ile HP+Nu7441
grubu karsilagtirldiginda ise, HP+Nu7441 grubunda CAT aktivitesinin yaklasik 2,1 kat

oraninda artig gosterdigi tespit edilmistir.

Tablo 4.4. Katalaz Aktivitesi

Calisma Gruplari Katalaz Aktivitesi ( nmol/dak/mg protein)
Kontrol 26,10+£2,002
Nu7441 21,7442,40°
HP 40,27+7,06°
HP+Nu7441 83,79+12,12°¢

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abc Ayny harfleri tagimayan degerler birbirinden dnemli 6lgiide farklidir (p<0,05).

CALISMA GRUPLARINDA KATALAZ AKTIVITESI
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Sekil 4.22. Katalaz Aktivitesi ( nmol/dak/mg protein)

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abc Ayny harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli dl¢iide farklidir (p<0,05).
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4.5. Siiperoksit Dismutaz Enzim Aktivitesi

Calisma gruplarina ait SOD aktivitesi Tablo 4.5 ve Sekil 23’de verilmistir.
SOD aktivitesinde kontrol grubuna oranla Nu7441 gubunda %136,31 (2,36 kat), HP
grubunda %279,95 (3,8 kat) ve HP+Nu7441 grubunda %315,48°lik (4,15 kat) bir atis
meydana gelmis olup tiim ¢alisma gruplarindaki artis istatistiksel olarak farkli ve

anlamli bulunmustur (p<0,05).

Tablo 4.5. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi

Cahsma Gruplan SOD Aktivitesi ( U/mg protein)
Kontrol 0,138+0,03792
Nu7441 0,326+0,065°
HP 0,524+0,113°¢
HP+Nu7441 0,573+0,059¢

Tiim degerler ortalama &+ SD olarak verilmistir.

abe Ayny harfleri tasimayan degerler birbirinden dlgiide farklidir (p<0,05).

CALISMA GRUPLARINDA SUPEROKSIT DISMUTAZ

AKTIVITESI
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Sekil 4.23. Siiperoksit Dismutaz Aktivitesi ( U/mg protein)

Tium degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abe Ayni harfleri tasimayan degerler birbirinden dlgiide farklidir (p<0,05).
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4.6. Total Glutatyon Diizeyleri

Calisma gruplarina ait total GSH diizeyleri Tablo 4.6 ve Sekil 4.24’da

verilmistir. Total GSH diizeylerinde kontrol grubuna oranla HP+Nu7441 grubunda

anlamli olmaya bir artis (%77,54) tespit edilirken, diger calisma gruplarinda

istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir.

Tablo 4.6. Total GSH Diizeyleri

Calisma Gruplan Total Glutatyon Diizeyleri(nmol/mgprotein)
Kontrol 0,85+0,0152
Nu7441 0,79+0,082
HP 0,86+0,322
HP+Nu7441 1,51+0,332

Tim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

CALISMA GRUPLARINDA TOTAL GLUTATYON
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Sekil 4.24. Total GSH Diizeyleri ( nmol/mgprotein)

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

4.7. Total Antioksidan Kapasite (TAOC) Diizeyleri

Calisma gruplarina ait total antioksidan kapasite diizeyleri Tablo 4.7 ve Sekil
25’de verilmistir. Kontrol grubuna oranla HP (%70,34) ve HP+Nu7441 (%40,31)
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gruplarinda TAOC diizeylerinin azaldigi goriilmiis ve bu degisiklikler istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

Tablo 4.7. TAOC Diizeyleri

Calisma Gruplari TAOC Diizeyleri (nmol/mgprotein) \
Kontrol 1,05+0,252
Nu7441 0,960,66
HP 0,31+0,70°
HP+Nu7441 0,63+0,02°

Tiim degerler ortalama &+ SD olarak verilmistir.

abc Ayny harfleri tasimayan degerler birbirinden 6nemli 6lgiide farklidir (p<0,05).

CALISMA GRUPLARINDA TOTAL ANTIOKSIDAN
KAPASITE DUZEYLERI

1,8 a

— 1,6 T
=
3 14
S
a 1,2
=Ts]
£ 1
=
[=]
= 0,8
E os
U
g 0,4
F 0,2

0

Kontrol Nu7441 HP+Nu7441

Sekil 4.25. TAOC Diizeyleri (nmol/mgprotein)

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abe Aymi harfleri tasgtmayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir (p<0,05).

4.8. Tiyobarbitiirik Asit Reaktif Bilesikleri (TBARS) Diizeyleri

Calisma gruplarina ait TBARS diizeleri Tablo 4.8 ve Sekil 26°de verilmistir.
Kontrol grubuna oranla HP (%95) ve HP+ Nu7441 (%428, yaklasik 5,28 kat)
gruplarinda TBARS diizeylerinin anlamli derecede artis gosterdigi bulunmustur
(p<0,05).
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Tablo 4.8. TBARS Diizeyleri

Cahisma Gruplar TBARS Diizeyleri (hmol/mg protein)
Kontrol 2,00+0,0372

Nu7441 0,326+0,065%P

HP 0,524+0,113°
HP+Nu7441 0,573+0,0059°¢

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abe Aym harfleri tasimayan degerler birbirinden dlgiide farklidir (p<0,05).

CALISMA GRUPLARINDA TiYOBARBITURIK ASIT
REAKTIF BILESIKLERIi DUZEYLERI

12

10
8
4
2 i i

Kontrol Nu7441 HP+Nu7441

TBARS (pmol/mg protein)
(1]

Sekil 4.26. TBARS Diizeyleri (nmol/mg protein)

Tim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abe Ayny harfleri tasimayan degerler birbirinden 6lgiide farklidir (p<0,05).

4.9. Protein Karbonil Diizeyleri

Calisma gruplarina ait protein karbonil diizeyleri Tablo 4.9 ve Sekil 27°de
verilmistir. Kontrol grubuna oranla tiim ¢alisma gruplarinda protein karbonil diizeyleri
istatistiksel olarak farkli ve anlamli bulunmustur (p<0,05). Bu artiglar Nu7441
grubunda %46,74, HP grubunda %194,88 (2,95 kat) ve HP+Nu7441 grubunda ise
%362 (4,62 kat) olarak belirlenmistir. HP ve HP+Nu7441 grubu karsilastirildiginda
HP+Nu7441 grubunda, HP grubuna gore protein karbonil diizeylerinde %56,70

oraninda daha fazla artig meydana geldigi tespit edilmistir.
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Calisma Gruplari Protein Karbonil Diizeyleri (hmol/mgprotein)
Kontrol 0,28+0,022P
Nu7441 0,42+0,26°°
HP 0,84+0,02¢¢
HP+Nu7441 1,310,249

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
abed Ayni harfleri tasimayan degerler birbirinden dnemli lgiide farklidir (p<0,05).

1,8
1,6
14
1,2

1
08
0,6
04
0,2

0

Karbonil diizeyleri { nmol/mg protein)

CALISMA GRUPLARINDA KARBONIL GRUP DUZEYLERI

Kontrol Nu7441 HP+Nu7441
Sekil 4.27. Protein Karbonil Diizeyleri (nmol/mgprotein)

Tim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abed Ayni harfleri tasimayan degerler birbirinden dnemli 8lgiide farklidir (p<0,05).

4.10.

DNA Baz Hasar1 Analizleri

8-Hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) Diizeyleri

8-OHdG diizeylerinin belirlenmesi igin yapilan analiz sonuglar1 Tablo 4.10 ve
Sekil 4.28’de verilmistir. Kontrol grubuna oranla HP+Nu7441 grubunda 8-OHdG

diizeylerinde artig bulunmustur (56 kat, p<0,05). Diger ¢alisma gruplarinda énemli bir

degisiklik goriillmemistir.
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Tablo 4.10. 8-OHdG Diizeyleri

Calisma Gruplari 8-OHdG Diizeyleri (ng/mg protein)
Kontrol 0,0140,00?
Nu7441 0,03+0,03?
HP 0,01=0,00°
HP+Nu7441 0,31:0,08"

Tim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
ab Ayni harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli élgiide farklidir (p<0,05).

CALISMA GRUPLARINDA 8-
HIDROKSIDEOKSIGUANOZIN DUZEYLERI

0,45 b
04
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1 a

0,05 a I a
0 ——

Kontrol Nu7441 HP HP+Nu7441

8-OHdG (ng/mg protein)

Sekil 4.28. 8-OHAG Diizeyleri (ng/mg protein)

Tim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

ab Ayni harfleri tasimayan degerler birbirinden dnemli 6lgiide farklidir (p<0,05).

4.11. DNA Onarim Proteini ( OGG1) Diizeyleri

OGGH diizeylerinin belirlenmesi i¢in yapilan analiz sonuglar1 Tablo 4.11 ve
Sekil 4.29’da verilmistir. OGG1 diizeylerinde kontrol grubuna gore Nu7441 grubunda
20,62 kat ve HP+Nu7441 grubunda ise 29,53 kat artis goriilmistiir ve her iki artis da

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Tablo 4.11. OGG1 Diizeyleri

Calisma Gruplan OGGl1 Diizeyleri (ng/mg protein)
Kontrol 3584,21+0,002

Nu7441 73934424568

HP 3584,21+0,002
HP+Nu7441 105860,28+781,66°

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
ab Ayni harfleri tasimayan degerler birbirinden 6nemli 6lciide farklidir (p<0,05).

CALISMA GRUPLARINDA OGG1 DUZEYLERI

120000 b
100000

80000

60000

40000

OGG1 (ng/mg protein)

20000 a

0 —— ——
Kontrol Nu7441 HP HP+Nu7441

Sekil 4.29. OGG1 Diizeyleri (ng/mg protein)

Tim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

ab Ayni harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli lgiide farklidir (p<0,05).

4.12. DNA Cift Kiriklar: Diizeyleri
4.12.1. H2AX Diizeyleri

v— H2AX diizeylerinin belirlenmesi i¢in yapilan analiz sonuglar1 Tablo
4.12 ve Sekil 4.30'da verilmistir. Kontrol grubuna gére HP +Nu7441 grubunda
%27°1lik anlamli bir artig tespit edilmistir. HP grubunda ise %15,4’liikk bir artis

gbzlenmistir; ancak bu artis anlamli bulunmamustir.
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Tablo 4.12. y-H2AX Diizeyleri

Calisma Gruplan v- H2AX Diizeyleri (Kontrole gore kat olarak)
Kontrol 12
Nu7441 1,022
HP 1,152
HP +Nu7441 1,27

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
ab Ayni harfleri tasimayan adegerler birbirinden 6nemli lgiide farklidir (p<0,05).

CALISMA GRUPLARINDA y-H2AX DUZEYLERI

14

1,2

1
0,8
0,6
04
0,2

0

Kontrol Nu7441 HP+Nu7441

y-H2AX diizeyleri
(kontrole gore kat olarak)

Sekil 4.30. y-H2AX Diizeyleri (Kontrole gore kat olarak)

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

ab Ayni harfleri tagimayan degerler birbirinden nemli 8lgiide farklidir (p<0,05).

4.12.2. Pan y- H2AX Diizeyleri

Pan y— H2AX diizeylerinin belirlenmesi i¢in yapilan analiz sonuglari Tablo
4.13 ve Sekil 4.31'de verilmistir. Pan y- H2AX diizeylerinde kontrol grubu ile Nu7441
ve HP+Nu7441 gruplari arasinda istatistiksel olarak fark bulunamamistir (p>0,05). HP
grubunda goriilen %15°lik artig da istatistiksel olarak anlamli degildir (p>0,05).
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Tablo 4.13. Pan y-H2AX Diizeyleri

Calisma Gruplarn Pan y- H2AX Diizeyleri (Kontrole gore kat olarak)
Kontrol 12
Nu7441 0,97¢
HP 1,152
HP+Nu7441 0,90%

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

CALISMA GRUPLARINDA PAN H2AX DUZEYLERI
0,08

0,07

0,06
0,02
0,01

0

Kontrol Nu7441 HP+Nu7441

OD (450 nm)
o o
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=1 (9, ]

(=]
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w

Sekil 4.31. Pan y- H2AX Diizeyleri (Kontrole gore kat olarak)

Tim degerler ortalama + SD olarak verilmistir

4.13. Apoptotik Analizler
4.13.1. Kaspaz 3 Diizeyleri

Kaspaz 3 diizeylerinin belirlenmesi i¢in yapilan analiz sonuglar1 Tablo 4.14 ve
Sekil 4.32°de verilmistir. Kontrol grubuna oranla tiim ¢alisma gruplarinda kaspaz 3
diizeyleri istatistiksel olarak farkli ve anlamli bulunmustur (p<0,05). Bu artis Nu7441
grubunda %142 (2,42 kat), HP grubunda %196 (2,96 kat) ve HP+Nu7441 grubunda
%366 (4,66 kat) olarak belirlenmistir.
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Tablo 4.14. Kaspaz 3 Diizeyleri

Calisma Gruplari Kaspaz 3 Diizeyleri (ng/mg protein)
( Kontrole gore % olarak)

Kontrol 0,00689+0,0003%

Nu7441 0,00167+0,0003"

HP 0,0020:£0,0007°¢

HP+Nu7441 0,0032+0,0013¢

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abe Ayni harfleri tagimayan degerler birbirinden dnemli l¢iide farklidir (p<0,05).

CALISMA GRUPLARINDA KASPAZ 3 DUZEYLERI
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Kontrol Nu7441 HP+Nu7441

Sekil 4.32. Kaspaz 3 Diizeyleri (ng/mg protein)

Tim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abe Aym harfleri tasgimayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir (p<0,05).

4.13.2. Kaspaz 8 Diizeyleri

Kaspaz 8 diizeylerinin belirlenmesi i¢in yapilan analiz sonuglart Tablo 4.13 ve
Sekil 4.33’de verilmistir. Kontrol grubuna oranla HP+Nu7441 grubunda kaspaz 8
diizeyleri istatistiksel olarak farkli ve anlamli bulunmustur (%186,68, 2,86 Kat,
p<0,05). Nu7441 (%53,54) ve HP (%57,74) gruplarinda isese anlamli bulunmayan

artiglar belirlenmistir.
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Tablo 4.15. Kaspaz 8 Diizeyleri

Calisma Gruplan Kaspaz 8 Diizeyleri (ng/mg protein)
Kontrol 6,56+3,30

Nu7441 10,07+3,222

HP 10,34+5,89%
HP+Nu7441 18,73+3,21°

Tiim degerler ortalama = SD olarak verilmistir.
ab Ayni harfleri tasimayan degerler birbirinden 6nemli 6lciide farklidir (p<0,05).

CALISMA GRUPLARINDA KASPAZ 8 DUZEYLERI

25

al i'

Kontrol Nu7441 HP+Nu7441

= = ]
(=] w (=]

Kaspaz 8 (ng/mg protein)

[%,]

Sekil 4.33. Kaspaz 8 Diizeyleri (ng/mg protein)

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.
ab Ayni harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir (p<0,05).

a £ SD olarak verilmistir.

4.14. Otofaji Analizleri
4.14.1. Beclin-1 Diizeyleri Analizleri

Beclin-1 diizeylerinin belirlenmesi igin yapilan analiz sonuglar1 Tablo 4.16 ve
Sekil 4.34'de verilmistir. Kontrol grubuna oranla HP (%110, 2,1 kat) ve HP+Nu7441
(%392, 4,93 kat) gruplarinda Beclin-1 diizeylerinde artis tespit edilmis olup,
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05). HP ve HP+Nu7441 gruplari
karsilagtirildiginda, HP+Nu7441 grubundaki Beclin-1 diizeylerindeki artisin HP
grubuna gore 2,34 kat fazla oldugu tespit edilmistir.
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Calisma Gruplar Beclin-1 Diizeyleri
(ng/mg protein)
Kontrol 5,12+0,29?
Nu7441 6,01+0,75%
HP 10,75+1,53"
HP+Nu7441 25,20+6,62°

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abeAyni harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 6lgiide farklidir (p<0,05).

CALISMA GRUPLARINDA BECLIN 1 DUZEYLERI

35

Beclin 1 (ng/mg protein)

30
25
20
15
10
'm N
0

Kontrol

HP+Nu7441

Sekil 4.34. Beclin-1 Diizeyleri (ng/mg protein)

Tim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abeAym harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli 6l¢iide farklidir (p<0,05).

4.14.2. LC3 Diizeyleri Analizleri

LC3 diizeylerinin belirlenmesi i¢in yapilan analiz sonuglar1 Tablo 4.17 ve Sekil
4.35’de verilmistir. Kontrol grubuna oranla HP (3,35 kat) ve HP+Nu7441 (11,68 kat)

gruplarinda artig tespit edilmis olup istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

HP ve HP+Nu7441 gruplann Kkarsilastirildiginda, HP+Nu7441 grubundaki LC3

diizeylerindeki artisin HP grubuna gore 3,49 kat fazla oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 4.17. LC3 Diizeyleri

Calisma Gruplan LC3 Diizeyleri(ng/mg protein)
Kontrol 6,66+1,732
Nu7441 6,11+0,202
HP 22,29+6,23"
HP+Nu7441 77,82+21,04°

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abe Aymi harfleri tastmayan degerler birbirinden énemli dlgiide farklidir (p<0,05).

CALISMA GRUPLARINDA LC3 DUZEYLERI

120
100
80

60

LC3 (pg/mg protein)

40 b

0 [ | ]

Kontrol Nu7441 HP HP+Nu7441

Sekil 4.35. LC3Diizeyleri (ng/mg protein)

Tim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abe Ayni harfleri tasimayan degerler birbirinden dnemli Sl¢iide farklidir (p<0,05).
4.14.3. p62 Diizeyleri Analizleri

p62 diizeylerinin belirlenmesi i¢in yapilan analiz sonuglar1 Tablo 4.18 ve Sekil
4.36’da verilmistir. Kontrol grubuna oranla p62 diizeyleri HP (%35,92) ve
HP+Nu7441 (%90,50) gruplarinda anlamli derecede diisiikk bulunmustur (p<0,05). HP
ve HP+Nu7441 gruplan karsilastirildiginda, HP+Nu7441 grubunda p62 diizeylerinin
HP grubuna gore %85,17 orannda azaldig1 tespit edilmistir.
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Calisma Gruplan P62 Diizeyleri
(ng/mg protein)
Kontrol 4,70+0,542
Nu7441 3,84+0,132
HP 3,01+0,17°
HP+Nu7441 0,45+0,06°

Tiim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abCAym harfleri tasimayan degerler birbirinden énemli dl¢iide farklidir (p<0,05).

CALISMA GRUPLARINDA p62 DUZEYLERI

a
5
E a
£ 4
1=
a
o
g 3
—
ob
£
N 2
o
o
1 C
. ]
Kontrol Nu7441 HP+Nu7441

Sekil 4.36. p62 Diizeyleri (ng/mg protein)

Tim degerler ortalama + SD olarak verilmistir.

abeAym harfleri tasimayan degerler birbirinden &nemli 6l¢iide farklidir (p<0,05).
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5. TARTISMA

Gastrik kanserler diinya genelinde kanser nedenli 6liimlerinde ikinci siradadir.
Her yil yaklagsik 1 milyon yeni tan1 ve yilda yaklagik 750.000 6liimlii vaka ile {inya
genelinde goriilen 6liimlerde 6nemli bir yer tutmaktadir. Cok faktorlii bir hastalik olan
gastrik kanserin risk faktorleri arasinda gevresel faktorler, genetik faktorler, patojen
(Helicobacter pylori)-konake1 iligkisi rol oynar. Ayni zamanda tiim bu parametreler
bir arada ve bir biitiin olarak da etki edebilmektedir (9,215). Epidemiyolojik ¢aligmalar
diinya c¢apindaki kanser vakalarinin %16’sinin infeksiy6z ajanlar yoluyla oldugunu
gostermektedir. Helicobacter pylori’nin intestinal tip gastrik kanserlerin gelisiminde
en onemli etken oldugu ve infeksiyon nedenli kanserlerin %5,5’ni olusturdugu
bilinmektedir (121,215). Helicobacter pylori nin, insanda kronik gastrit, peptik iilser
ve adenokarsinoma gibi cesitli patolojilere yol agma mekanizmalan ilgili uzun
yillardir in vivo ve in vitro pekgok caligma yapilmis ve pek ¢ok bulgu elde edilmistir
(16).

Helicobacter pylori, gram negatif, mikroaerofilik, flagellali ve heliks seklinde
bir bakteridir ve mide mukozasinda kolonize olmaktadir (14). Helicobacter pylori nin
neden oldugu gastrik mukoza hasarinda dogrudan ve dolayli pek cok faktor rol
oynamaktadir. Yapilan ¢aligmalar, bakteriyel infeksiyonlar sirasinda meydana gelen
kronik inflamasyon gelisiminin, bakterilerce salinan genotoksinlerin ve bakteriyel
driinlerin  konak genomunda mutasyona neden olarak hiicre siklusunu
etkileyebilecegini ve apoptoza yol acabilecegini gostermistir (79) Konagin
inflamatuvar cevabi, Helicobacter pylori’nin iirettigi iireaz, CagA, VacA ve BabA
gibi spesifik viriilans faktorleri ile gelisir. Bakterinin takiben gastrik epitelyal
hiicrelerde hasara ve gastrik mukosal bariyerin bozulmasmna neden oldugu
bilinmektedir (19).

Helicobacter pylori’nin hem dogrudan DNA hasar1 yaparak, hem de epigenetik
mekanizmalarla genetik instabiliteye neden oldugunu gosterilmistir (174). Yapilan
calismalarda Helicobacter pylori infeksiyonunun konakginin niikleer ve mitokondrial
DNA’sinda oksidatif hasara neden oldugunu gostermistir. Ayrica, bakterinin DNA
metilasyonunu etkileyerek de kromozomal instabilite, mikrostallit instabilite ve

mutasyonlar gibi degisimlere neden olabildigi gosterilmistir (14).
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Calismalarda, Helicobacter pylori infeksiyonunun DSB’lere ve GSH
tiiketimine neden oldugu ve DSB onarim mekanizmalarina da etki ettigi gosterilmistir.
Helicobacter pylori’nin en énemli viriilans faktorlerinden biri olan VacA, epitel hiicre
yapisinda birgok etkiye sahiptir (19,80-82);

e infeksiyonun baslatiimasi

e Membran permabilitesine etki ederek gastrik epitelyal bariyerin bozulmasi ve
klorit iyonlarinin sizmasi,

e Immun cevabin modiilasyonu (6rnegin, T-hiicre cevabinin degismesi)

¢ Endozomal kompartmanin tahribi ile antijen sunumunun bozulmasi

e Mitokondrial yapinin bozulmasi ile transmembranal gecirgenlikte azalma;
sitokrom c, kaspaz 8 ve kaspaz9 aktivasyonunda artis ve dolasiyla apoptoz
indiiksiyonu

e ERstresi

e Bakterinin otofajiyal fonksiyonlarinin degistirilmesi

e Epitelyal hiicrelerde olusturdugu porlar araciliiyla intraseliiler gecirgenlikte
artis; dolayisiyla besin maddeleri ve iyonlarinin salinimda ve ayn1 zamanda tire
ve anyon saliniminda artig

Son yillarda Helicobacter pylori’nin bir diger 6nemli viriilans faktorlerinden
olan CagA 1ile de ¢ok fazla sayida calisma yapilmaktadir. CagA pozitif suslarla yapilan
caligmalarda, bu suslarla infeksiyonun daha yiiksek oranda nétrofilik ve mononiikleer
hiicre infiltrasyonuna, cok daha ciddi atropiye, intestinal metaplaziye, gastrik epitelyal
hiicre siklusunda degisimlere ve apoptoza neden oldugunu gostermistir ((95).

Helicobacter pylori infeksiyonu sonucu gelisen Kkarsinojenezde, ROS
iiretiminin neden oldugu basta DNA hasar1 olmak {izere bir¢ok makromolekiildeki
hasarin da etkin rol oynadig1 iddia edilmektedir (13). Yapilan in vivo calismalarda
Helicobacter pylori ile infekte bireylerde ROS diizeylerinin yiikseldigi ve oksidatif
DNA hasarinin arttigi gosterilmistir. Ayrica yapilan in vitro calismalarda da
Helicobacter pylori’nin dogrudan ROS iiretimini indiikledigi bildirilmistir 161).
Helicobacter pylori infeksiyonu gastrik inflamasyon ve karsinojenez siirecinde SSB
ve DSB’lere neden olabilmektedir (167). Helicobacter pylori konak¢i genomunda
DNA kiriklar1 olusturabilmektedir. ROS varliginda ya da yoklugunda meydana

gelebilen y-H2AX sentezi, DSB’lerin 6nemli bir gostergesidir ve Helicobacter pylori
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infeksiyonunun bir sonucu olarak infekte gastrik mukoza hiicrelerinde meydana
gelebilmektedir (13). Helicobacter pylori’nin neden oldugu tiim bu toksik etkiler
sonuccunda glandular atropi, kronik inflamatuvar hiicrelerin infiltrasyonu, glandular
epitel hiicrelerde metaplazi ve gastrik kanser olusum siireci baslamaktadir (19).

Helicobacter pylori’nin neden oldugu gastrik karsinojenez gelisimine dair pek
cok calisma olmasina ragmen; bugiine kadar yapilan ¢alismalar bakterinin toksisite
mekanizmalarina odaklanmaktan ¢ok dogrudan infeksiyonun tedavisine yoneliktir
(13). Infeksiyon ile oksidatif stres arasindaki iliskiyi degerlendiren ve oksidatif stresin
tetikledigi DNA hasarinin belirlendigi ilgili smirli sayida ¢aligma bulunmaktadir.
Ozellikle DSB onarim1 bozuk (genetik olarak) veya bir nedenle bozulmus bireylerde
(cevresel nedenler; ornegin UV maruziyeti, X-151n1 maruziyeti; immiin sistem
bozukluklari, kanser, diyabet vb. durumlarda) Helicobacter pylori’nin neden
olabilecegi DNA hasarini saglikli bireylerle karsilastirabilecek veriler yetersizdir.
(13,19,158).

Sunulan tez ¢alismasinda, bir gastrik adenokarsinoma hiicre hatt1 olan AGS
hiicreleri; VacA ve CagA pozitif standart Helicobacter pylori susu (NCTC 11637) ile
infekte edilmistir. Ayrica, calisma gruplarina DNA onarim enzim inhibitorii Nu7441
eklenerek, DSB onarimi bozuk veya bir nedenle bozulmus bireylerde Helicobacter
pylori’nin neden olabilecegi DNA hasariin saglikli bireylerde olusabilecek hasarla
karsilastirilmasi hedeflenmistir. Tez kapsaminda Helicobacter pylori ile infeksiyon
sonrasinda hiicrelerde olusan sitotoksik, otofajik (Beclinl, LC3 ve p62 diizeylerinin
belirlenmesi) ve apoptotik etkiler (kaspaz 3 ve 8 aktivitelerinin Olgiimii)
degerlendirilmistir. Toksik etkilerin altinda yatabilecegi diisiiniilen olasi
mekanizmalarin incelenmesi amaciyla oksidan/antioksidan statii paramereleri
(antioksidan enzim aktiviteleri, GSH, TAOC, MDA, protein oksidasyonu, oksidatif
DNA hasar1) kapsamli olarak degerlendirilmistir.

5.1. Sitopatolojik Degerlendirmeler

Tez kapsaminda yapilan 151tk mikroskobisi ve elektron mikroskobisi
incelemelerinde, kontrol grubunun belirgin ¢ekirdekgik, 6kromatik ¢ekirdeklere sahip
olduklar1 ve ¢ekirdek/sitoplazma oraninin ¢ekirdek lehine oldugu, hiicrelerde yer yer

vakuollerin bulundugu go6zlenmistir. HP+AGS grubunda AGS hiicrelerinin
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membranlart tizerinde Helicobacter pylorinin flagellalar1 gozlemis olup, AGS
hiicrelerinin ¢evresinde hiicre membranina tutulmus halde ancak hiicre igine
alinmamis halde goriilmiis olup bakterinin hiicre i¢ine invaze olmayan bir bakteri
oldugunu dogrular yondedir. AGS hiicrelerinin ¢ekirdeklerinin saglam ancak ¢ok
sayida vakullerle dolu oldugu ve bu vakuollerin ¢ekirdegi ittigi goriilmiistiir. AGS
hiicrelerinin sitoplazmasinda goézlenen bu vakuollerin ve bazi hiicrelerde gozlenen
karyolizizin bakterinin VACA toksinininden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
AGS+Nu7441 grubunda hiicrelerin sitoplazmasinda ¢ok sayida vakuol saptanmistir ve
yer yer dejenere hiicrelere rastlanmistir. Hiicrelerde vakuol miktarinin artisinin ve
dejenere organellerde artisin DNA onariminin Nu7441 ile inhibisyonuna sekonder
olarak gelisebilecegi seklinde yorumlanmistir. HP+Nu7441 grubunda hiicre sayisinda
azalma ve varolan hiicrelerin sitoplazmalarinda bulunan vakuollerin ¢ekirdekleri
kenara ittigi goriilmiistiir. DNA onarim mekanizmasi inhibe oldugundan bakterinin

sitotoksik etkilerinin daha belirgin olarak ortaya ¢iktig1 gézlenmistir.
5.2. Hiicre Canlihigi ve ROS

Tez kapsaminda, Helicobacter pylori’ye maruziyetin ve ayn1 zamanda DSB
onarim enzim inhibisyonunun hiicre canliligina ve ROS artisina olast etkilerinin
degerlendirilmesi amag¢lanmistir. Tez kapsaminda yiiriitiilen caligmalarda 1 canli AGS
hiicresi basina ka¢ adet bakteri hiicresinin tiim hiicre canliliginda %30 ve %50
azalmaya neden olacagi belirlenmistir. Bu nedenle tez kapsaminda MOI ve IC
terimleri benzer ifadeler olarak kullanilmistir. Bu kapsamda yapilan calismalarda,
MTT testinin sonucunda HP+Nu7441 ¢alisma grubunda IC50 degeri (MOI50) 194,44
bakteri/memel hiicresi ve IC30 degeri 97 bakteri/memel hiicresi olarak bulunurken,
HP grubunda ise IC50 degeri 259 bakteri/memel hiicresi, IC30 degeri ise 194
bakteri/memeli  hiicresi  olarak  belirlenmistir. ROS  iiretimi  agisindan
degerlendirildiginde, ROS diizeylerinin ¢alisma gruplarinda kontrol grubuna gore
yaklasik %20 civarinda artisin meydana geldigi goriilmistir. Bu dogrultuda elde
edilen bulgular Helicobacter pylori’ye maruziyetin hiicre canliliginda azalmaya ve
ROS artisina neden oldugunu dogrular niteliktedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin tiretimi oksidatif stresin en 6nemli gostergelerinden

biridir ve konu ile ilgili ¢ok sayida ¢alismada ele alinan bir parametredir. Literatiirde
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Helicobacter pylori ile yapilan in vitro ve in vivo calismalar Helicobacter pylori’ye
maruziyetin hiicre canliliginda azalmaya neden oldugunu ve ROS iiretimini artirdigi
ve bu artista kronik inflamasyonun neden oldugu sitokin saliminin yani sira bakteri
invazyonunun ve viriilans faktorlerinin de etkili oldugu gosterilmistir (19,82,92)

Helicobacter pylori ile ilgili literatiirde farkli hiicre hatlarinda, insan biopsi
orneklerinden alinan 6rneklerle ve hayvan deneylerinden alinan 6rneklerle yapilmis
calismalar bulunmaktadir. Calismalar degerlendirildiginde farkli MOI degerleri,
inkiibasyon siireleri, hiicre hatlar1 ve in vivo galismalardan kaynaklanan farkli
sonuglarin elde edildigi goriilmektedir (11,133,219-221)

Ladeira ve ark. (2008)’nin 42’si Helicobacter pylori pozitif, 61 gastrik kanserli
hastadan ve 21 saglikli goniilliiden aldiklar1 gastrik biopsi Ornekleriyle) ve MTT
yontemleri ile yaptiklar1 ve hiicre canliliginin degerlendirildigi bir ¢alismada,
Helicobacter pylori pozitif bireylerde gastrik hiicrelerin canlilik oran1 ortalamast %89
bulunmusgtur (11). Fan ve ark.(1996)’nin yaptiklart c¢alismada, Helicobacter
pylori’nin gastrik epitelyal hiicre siklusuna etki ederek hiicre proliferasyonunu
arttirdigr iddia edilmistir. Bu ¢alismada Helicobacter pylori’nin hiicre kinetigine ve
canliligma olan etkisinin arastirilmasi amaciyla, AGS hiicre hatt1 kullanilmistir. 6
farkli duodenal iilser veya gastrit hastasindan elde edilen Helicobacter pylori suslari,
AGS hiicreleriyle 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saatin sonunda hiicreler toplanarak
canlilik oranlar1 MTT yontemi ile belirlenmistir. Calismanin sonucunda kontrol
gruplarina gore Helicobacter pylori ile infekte hiicrelerde artis tespit edilmistir. Ancak,
bu ¢alismada elde edilen Helicobacter pylori 6rneklerinin hiicre canliliginda 6nemli
rol oynayan iireaz, CagA ve VacA viriilans faktorlerine sahip olup olmadig
bilinmemektedir (220). Ayrica Helicobacter pylori ile infekte hiicrelerde meydana
gelen asir1 ROS firetiminin indiikledigi apoptoza karsilik hiicrelerde proliferasyonun
indiiklenmesi ve bu sekilde hiicresel dengenin saglanmasi da olasidir (133,224).

Yapilan caligmalar viriilans faktorlerinin hiicre canlilifinda 6nemli rol
oynadigimi gostermistir (121,226). Smoot ve ark. (1990) yaptiklari in vitro ¢alismada
Helicobacter pylori’nin salgiladigi {ireazin hiicre canliligima olan etkisini
arastirmiglardir. Bu ¢alismada, ¢calisma gruplar1 Helicobacter pylori’nin yasamasi igin
optimal kosullar1 saglayacak sekilde tireaz inhibe edilen iireaz negatif deney grubu ve

tireaz pozitif kontrol grubu olarak belirlenmistir. AGS hiicreleri en son konsantrasyonu
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5x10° cfu/ml olacak sekilde Helicobacter pylori ile 2 saatlik, 24 saatlik ve 48 saatlik
siirelerde inkiibe edilmis ve MTT yéntemi ile canliliklar degerlendirilmistir. Ureaz
pozitif grupta 2 saat, 24 saat ve 48 saatlik inkiibasyon sonrasi canlilik yiizdeleri
strastyla; %11, %12 ve %09 iken lireaz negatif grupta %9, %8 ve %20 oranlarinda tespit
edilmistir. Calismanin sonunda maruziyet siiresi arttikga lireazin neden oldugu
amonyak olusumunun hiicrelerde sitotoksik etkiye neden olabilecegi iddia edilmistir
(228).

Osbt ve ark. (2000)’nin yaptiklar1 calismada, HMO2 ve AGS hiicreleri 20
ug/ml ve 50 pg/ml’lik konsantrasyonlardaki Helicobacter pylori ekstratlar ile 24
saatlik inkiibasyonu sonrasinda spektofotometrik ol¢iimle degerlendirilmis ve yapilan
Ol¢iimlerde ROS {iretiminin kontrol grubuna goére ve doz bagimli olarak arttigi
bulunmustur bulunmustur (157).

Huang ve ark. (2011) yaptiklari ¢alismada AGS hiicrelerine deney grubu olarak
Helicobacter pylori 11638 (VagA ve CagA pozitif) ve Helicobacter pylori 11638M
(CagA pozitif ve VagA negatif) suslarini ve pozitif kontrol grubu olarak da hisrojen
peroksite maruz kalan AGS hiicrelerini kullanmiglardir. Helicobacter pylori
suslarindan elde edilen ekstratlar 60 pg/ml, 120 pg/ml, 480 pg/ml ve 969 pg/ml
konsantrasyonlarda hazirlanarak 3 saatlik, 6 saatlik, 12 saatlik, 24 saatlik ve 48 saatlik
siirelerde inkiibe edilmis ve ROS {iretimi akis sitometrisi yontemiyle ol¢iilmiistiir.
Negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda her iki Helicobacter pylori susunda da
ROS seviyelerinin anlamli derecede arttig1 bulunmustur. Pozitif kontrol gruplar ile
karsilastirildiginda ise, 480 pg/ml ve 969 um/ml konsantrasyonlarindaki Helicobacter
pylori 11638M grubunun ve 240 pupg/ml, 480 upg/ml ve 960 pg/ml
konsantrasyonlarindaki Helicobacter pylori 11638 grubunun pozitif kontrol grubuna
gore Ozellikle maruziyet siiresine bagli olarak ¢ok daha yliksek oranlarda ROS
tiretimine neden olduklar1 bulunmustur (p<0,01). Ayrica, Helicobacter pylori 11638
ekstratlar1 ile inkiibe edilen hiicreler tarafindan iiretilen ROS diizeylerinin ayni
konsantrasyonlardaki Helicobacter pylori 11638M grubuna gore anlamli dercede
yiiksek oldugu bulunmustur (p<0,05). Calismada ayni1 zamanda hiicre canliliginin
belirlenmesi amaciyla ATP diizeyleri 6l¢iilmiis ve negatif ve pozitif gruplarda doz ve

siireye bagli olarak anlamli derecede azalmalar tespit edilmistir (172).
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Davies ve ark. (1994)’nin yaptiklar ¢alismada, 68°i Helicobacter pylori pozitif
olan 110 antral biopsi 6rneginde histolojik degisim ve ROS artis1 arasindaki iliski
incelenmistir.  Yapilan histopatolojik incelemelerde goriilen degisimler ile
kemiluminisans metodu ile 6lg¢lilen ROS degerleri arasinda korelasyon tespit edilmis
ve bu degerlerin Helicobacter pylori pozitif hastalarda Helicobacter pylori negatif
hastalara gore onemli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir. ROS {iretimi nitro-mavi
tetrazolyum boya (NBT) rediiksiyon testiyle degerlendirilmis ve kontrol hiicrelerine
gore Helicobacter pylori ATCC 43629 susunda 5,2 kat artig goriiliirken, daha viriilan
olan Helicobacter pylori ATCC 60190 susunda 6,4 kat artis tespit edilmistir (172).

Smoot ve ark. (2000)’nin yaptiklar1 bir bagka ¢alismada AGS hiicrelerinde
CagA ve VacA viriilans faktorlerinin neden oldugu ROS artigina paralel olarak hiicre
canlilifina degerlendirilmesi amaglanmigtir. AGS hiicreler, CagA pozitif ve CagA
negatif bakteri suslar1 en son konsantrasyonu 1x10’ bakteri/ml olacak sekilde muamele
edilmistir. Ayrica, AGS hiicreleri VacA pozitif ve negatif bakteri suslarindan elde
edilen bakteriyel proteinlere de (final konsantrasyonu 4mg/ml/ protein olacak sekilde)
24 saat boyunca maruz birakilmistir. Helicobacter pylori nin tetikledigi ROS artisinin
degerlendirilmesi amaciyla, bir grup AGS hiicreleri sadece ksantin oksidazla, bir grup
AGS hiicreleri sadece Helicobacter pylori ile ve bir grupta dnce Helicobacter pylori
ile ardindan ksantin oksidaz ile muamele edilmistir. Canlilik yiizdeleri 6l¢iildiigiinde
sadece ksantin oksidaz grubunda %83, ksantin oksidaz+Helicobacter pylori grubunda
%73,7, sadece Helicobacter pylori eklenen grupta ise %39,5 bulunmustur. VacA
viriilans faktoriiniin etkisinin de arastirildigr calismada, hiicre canliligi AGS+ksantin
oksidaz grubunda % 97,7; AGS+ksantin oksidaz+Helicobacter pylori VacA pozitif
grubunda %63,5 ve AGS+ksantin oksidaz+Helicobacter pylori VacA negatif
grubunda % 70,5 olarak bulunmustur. Calismanin sonucunda Helicobacter pylori’nin
ROS olusumunda viriilans faktorleri arasinda belirgin bir fark bulunmadig:
belirtilmistir (221).

Drake ve ark. (1998)’nin yaptiklari bir calismada 77 Helicobacter pylori pozitif
kronik gastrit, 53 normal biopsi ornegi ve 31 aktif gastrit hastas1 olmak iizere 161
gastrik  biopsi  Orneginde ROS  diizeyleri  spektofotometrik  yontemle
degerlendirilmistir. Helicobacter pylori pozitif kronik gastrit 6rneklerinde 23885

cpm/mg, aktif gastrit drneklerinde 1576 cpm/mg ve normal 6rneklerde 1210 cpm/mg



162

olarak bulunmustur. Yapilan ¢alismalar sonucunda Helicobacter pylori ’nin belirgin
ROS iiretimine neden oldugu iddia edilmistir (219).

Jung ve arkadaslar1i(1998) min yaptiklar1 benzer bir calismada da 380 gastrik
biopsi 0rnegi ¢alisilmistir. 24 kontrol hastasindan 8’inde, 161 gastrit hastasindan
100’inde ve 123 iilser hastasinin 84’inde Helicobacter pylori pozitif olarak
belirlenmistir. Spektofotometri metoduyla ROS seviyeleri karsilastirildiginda,
Helicobacter pylori pozitif 6rneklerde 43,8+134,9 cpm/ug ve Helicobacter pylori
negatif orneklerde 6,8+20,3 cpm/pg olarak bulunmustur (226) .Papa ve ark. (2002)’nin
yaptiklar1 benzer bir ¢alismada da (2002) 40’1 Helicobacter pylori pozitif 60 hastadan
alian gastrik biopsi 6rnegi yine spektofotometri metoduyla ¢aligilmistir. Calismanin
sonunda Helicobacter pylori pozitif o6rneklerde bulunan ROS seviyelerinin
Helicobacter pylori negatif Orneklere gore anlamli derecede yiiksek oldugu
gosterilmistir (227).

Yapilan pek ¢ok invitro ¢alisma Helicobacter pylori infeksiyonunun gastrik
mukozada ROS’nin iiretimini tetikledigi ve aym1 zamanda hiicre canlilifina da etki
ettigini gostermektedir. Tez kapsaminda elde edilen bulgular bu hipotezi dogrular

niteliktedir.
5.3. Oksidan/Antioksidan Parametreler Uzerine Etkiler

Hiicre i¢inde olusan yiiksek diizeylerdeki ROS’dan hiicre zarlarinin ve
organellerinin korunmasi1 GPx, SOD, CAT gibi antioksidan enzimleri araciligi ile
gerceklesmektedir. Calismalar Helicobacter pylori’nin iirettigi bakteriyel toksinlerden
ve infeksiyondan korunmak i¢in gastrik hiicrelerde bu enzimlerin ekspresyonlarinda
ve aktivitelerinde degisiklikler olabilecegini gostermistir (230).

Antioksidan parametrelerde degisimler oksidatif stresin en Onemli
gostergelerinden biri olup, konu ile ilgili ¢cok sayida arastirma bulunmaktadir.
Helicobacter pylori infeksiyonunun gastrik mukozada serbest radikal artisina neden
oldugu ve bu serbest radikal birikiminin antioksidan mekanizmalar1 etkileyebilecegi
bilinmektedir (231). Tez kapsaminda Helicobacter pylori’ye maruziyette ve ayni
zamanda DSB onarim enzim inbitorii varligina ve yokluguna gozlenen serbest radikal
artisina bagli olarak antioksidan parametrelerin diizey veya aktivitelerindeki

degisimlerin degerlendirilmesi amacglanmistir. Elde edilen bulgular Helicobacter
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pylori’ye maruziyetin oksidatif stres artisina paralel olarak antioksidan parametrelerde
degisimlere neden oldugunu dogrular niteliktedir. Ayrica DNA onarim enzim
inhibitorii Nu7441 eklenen gruplardan elde edilen bulgular, DSB onarimi bozuk veya
bir nedenle bozulmus hiicrelerde Helicobacter pylori nin neden olabilecegi oksidatif
stresin  saglikli hiicrelere oranla ¢ok daha ciddi diizeylerde olabilecegini
desteklemektedir. In vitro olarak elde edilen bu verilerin insanlara ekstrapolasyonu
diisiiniiliirse, DSB onarimi bozuk olan bireylerde de benzer durumlarin ortaya ¢ikmasi
s6z konusu olabilir.

Tez kapsaminda, AGS hiicrelerinde SOD aktivitesinde kontrol grubuna oranla
Nu7441, HP ve HP+Nu7441 gruplarinda Onemli artiglarin meydana geldigi
bulunmustur. Bunun nedeni HP+Nu7441 6zellikle Helicobacter pylori maruziyeti ile
hiicre i¢i siiperoksit miktarlarinin artist ve bunu kompanse etmek icin SOD
aktivitesinin artig1 olarak yorumlanabilir. Diger taraftan, GPx aktivitesi incelendiginde
yine tiim ¢aligma gruplarinda kontrol grubuna gére GPx aktivitesinde istatiksel olarak
anlamli artig gosterdigi belirlenmistir. Bu durumda, Helicobacter pylori’nin hiicre
i¢inde siiperoksit diginda hidrojen peroksit veya benzeri peroksit iiretimi tetikledigi ve
olusan peroksit tiirevlerini ortadan kaldirmak icin GPx aktivitesinin arttig
soylenebilir. Ozellikle HP+Nu7441 grubunda HP grubuna gére GPx aktivitesinde
goriilen 2,9 kathik artisin Nu7441 varliginda onarilmayan DSB’lerin de GPx’in
aktivitesini indiikledigi seklinde yorumlanabilir. Diger taraftan, 6zellikle HP+Nu7441
grubunda goriilen GSH artis;, bu grupta GPx aktivitesinin paralel olarak
gerceklesmektedir. TAOC miktarinda HP ve HP+Nu7441 gruplarinda goriilen anlamli
diisiislerin ise, gerek bakteriyel toksinler, gerekse infeksiyon nedeniyle hiicrenin total
oksidan indirgeme kapasitesindeki diisiisle baglantili oldugunu ifade etmek
miimkiindiir.

Tez kapsaminda degerlendirilen bir diger antioksidan enzim olan CAT’in
aktivitesinin, hem HP hem de HP+Nu7441 gruplarinda kontrole gére anlamli derecede
arttig1 belirlenmistir. HP grubu ile HP+Nu7441 grubu karsilastirldiginda, HP+Nu7441
grubunda CAT aktivitesinin yaklagik 2,1 kat artig gosterdigi tespit edilmistir. Bu
durumda, Helicobacter pylori maruziyetinin AGS hiicrelerinde yol agtigi hidrojen
peroksit artisinin GPx disinda CAT aktivitesini de kompansator bir mekanizma olarak

tetikledigi soylenebilir. Yine asir1t DSB varliginda, Helicobacter pylori’nin yol agtigi
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oksidatif hasarin, ozellikle de DNA oksidatif hasarmin yiiksek olmasinin CAT
aktivitesini indiiklemesi olasidir.

Tezde lipit peroksidasyon ve protein oksidasyon diizeyleri de
degerlendirilmistir. HP ve HP+Nu7441 gruplarinda hem lipit peroksidasyon hem de
protein karbonil diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir artisin meydana
geldigibelirlenmistir.  Protein  oksidasyonu lipit peroksidasyonu nedeniyle
gerceklesebilecegi gibi bagimsiz olarak da gergeklesebilen bir durumdur. AGS
hiicrelerinde karbonil grup diizeylerinin lipit peroksidasyon ile paralel olarak arttig
gozlenmistir. Bu nedenle, Helicobacter pylori infeksiyonunun lipit peroksidasyon
nedeniyle protein oksidasyonuna yol agtig1 sdylenebilir. Ancak, protein oksidasyonun
en azindan bir kismimin lipit peroksidasyondan bagimsiz olarak da gerceklesip
gerceklemediginin anlagilabilmesi i¢in daha ileri ¢alismalara gereksinim vardir.

Literatiirde Helicobacter pylori ile yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarin
sonuglar1 da Helicobacter pylori’ye maruziyetin oksidatif stres artisina yol agtigini
isaret eder niteliktedir (219,223,226,231). Augusto ve ark. (2007)’nin yaptiklar1 bir
calismada, Helicobacter pylori pozitif gastrik kanserli (n=10), kronik gastritli (n=20),
gastrik ilserli (n=20) ve Helicobacter pylori negatif saglikli goniilliiden (n=10) alinan
gastrik biopsi orneklerinde MnSOD, GPx ve CAT enzimlerinin ekspresyonlari gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile arastirilmistir. Calismanin
sonucunda elde edilen verilere gore, kontrol grubunda bu antioksidan enzim
diizeylerinin Helicobacter pylori pozitif olan hasta grubuna gore daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Enzim ekspresyonlart karsilastirildiginda, kontrol grubuna gore
Helicobacter pylori pozitif hasta grubunun MnSOD (p=0,033) ve GPx (p=0,0258)
ekspresyonlarmin oldukca diisiik oldugu goriilmiistiir. Ote yandan CAT ekspresyon ve
diizeylerinde kontrol grubuna goére anlamli bir fark bulunamamaistir (230).

Smooth ve ark. (2000)’nin yaptiklart bir in vitro caligmada ise, 24 saat
Helicobacter pylori CagA pozitif ve negatif suslari ile infekte edilen AGS hiicrelerinde
CuZn-SOD, Mn-SOD ve total SOD diizeyleri ELISA sandvi¢ yontemi olglilmiistiir.
Yapilan dl¢iimlerde total SOD diizeyleri kontrol grubuna gore sirastyla CagA pozitif
grupta %156 oraninda ve CagA negatif grupta %56 oraninda artis gosterirken, Mn-
SOD diizeyleri CagA pozitif grupta %71 ve CagA negatif grupta %62 oraninda artig

gostermistir. Cu,Zn-SOD diizeylerinde ise belirgin bir fark tespit edilememistir. Yine
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ayni ¢alismada, CAT ve GPx seviyelerine bakildiginda, CagA pozitif grupta CAT
aktivitesinde %51 oraninda ve GPx aktivitesinde %240 oraninda bir artigin meydana
geldigi, CagA negatif grupta CAT aktivitesinde orta derecede bir azalmanin ve GPx
aktivitesinde ise kii¢iik bir artisin meydana geldigi bulunmustur (226).

Hagag ve ark. (2018)’nin Helicobacter pylori ile infekte 60 ¢ocuktan aldiklari
gastrik biopsi Ornekleriyle yaptiklart bir caligmada, oksidatif stres biyogdstergeleri
olan MDA ve GSH diizeyleri ve SOD ve CAT aktiviteleri degerlendirilmistir. GSH
diizeyleri Helicobacter pylori pozitif grupta 1,83+0,16 nmol/g, kontrol grubunda
2,44+0,07 nmol/g olarak belirlenmistir. MDA degerleri ise Helicobacter pylori pozitif
grupta 189,15+6,14 nmol/g, kontrol grubunda 166,21+£3,13 nmol/g olarak
bulunmustur. CAT aktiviteleri Helicobacter pylori pozitif grupta 57,38+19,85 U/g ve
kontrol grubunda 36,51+2,34 U/g olarak Ool¢iilmiistir. SOD aktiviteleri ise
Helicobacter pylori pozitif grupta 375,52+26,51 U/g ve kontrol grubunda
381,51+£32,06 U/g olarak tespit edilmistir. Bu veriler dogrultusunda kronik
Helicobacter pylori infeksiyonunun gastrik mukozada GSH diizeylerinde azalmaya
yol acarken, MDA diizeylerinde ve SOD ve CAT aktivitelerinde belirgin artisa neden
oldugu belirtilmistir (230).

Tala ve ark. (2018)’nin 80 kronik gastrik hastasindan aldiklar1 serum
ornekleriyle yaptiklar1 calismada, Helicobacter pylori pozitif ve negatif gruplarda GPx
aktiviteleri karsilastirilmistir. Helicobacter pylori pozitif grupta serum GPx aktivitesi
115 (86-167) U/g Hb ve negatif grupta 125,5 (96-192) U/g Hb olarak bulunmustur
(p=0.062). Calismanin sonucunda Helicobacter pylori ile infekte hastalarda GPx
aktivitesinin Helicobacter pylori negatif hastalara gore belirgin bir fark
gostermemesine ragmen azalma egiliminde oldugu belirtilmistir (231).

Gotz ve ark. (1996) nin yaptiklari ¢aligmada Helicobacter pylori pozitif gastriti
olan hastalardan (n=71) ve saglikli goniilliillerden alinan gastrik biopsi 6rneklerinde
MnSOD ve Cu,Zn-SOD enzim miktar ve aktiviteleri ELISA yontemi ile
degerlendirilmistir. Helicobacter pylori pozitif gastriti olan hastalarda MnSOD enzim
miktar1 (p<0.001) ve aktivitesinin (p<0.05) saglikli goniilliillere gore yaklasik 2 ila 3
kat arttig1; Cu,Zn-SOD enzim miktar ve aktivitesinde ise anlamli bir degisiklik

olmadig1 goriilmiistiir (232).
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Drake ve ark. (1998)’nin yaptiklar1 ¢alismada 77 Helicobacter pylori pozitif
kronik gastrit, 53 normal biopsi ornegi ve 31 aktif gastrit hastas1 olmak iizere 161
gastrik biopsi 6rneginde MDA seviyeleri flurometrik yontemle degerlenmistir. MDA
degerleri normal biopsi orneklerinde 78,9 nmol/g, aktif gastrit 6rneklerinde 88,6
nmol/g ve kronik Helicobacter pylori 6rneklerinde 112,3 nmol/g olarak bulunmustur.
Calismadan elde edilen veriler dogrultusunda, ROS diizeylerindeki yilikselmeyle
paralel seyreden MDA artistnin Helicobacter pylori infeksiyonun indiikledigi
oksidatif stresten kaynaklanabilecegi belirtilmistir (219).

Ma ve ark. (2013)’nin yaptiklar bir ¢alismada Helicobacter pylori pozitif ve
negatif gastrik kanserli hastalardan alinan serum 6rneklerinde protein oksidasyonu ve
lipit peroksidasyonu diizeyleri karsilastirilarak gastrik kanser ile oksidatif stres
arasindaki iligki arastirilmistir. MDA degerleri Helicobacter pylori pozitif hastalarda
5,20+2,18 nmol/ml, Helicobacter pylori negatif hastalarda 4,90+1,49 nmol/ml olarak
bulunurken (p>0,05), protein karbonil degerleri ise Helicobacter pylori pozitif
hastalarda 2,18+0,58 nmol/ml, Helicobacter pylori negatif hastalarda 2,13+0,81
nmol/ml olarak bulunmustur (p>0,05) (233)

Jung ve ark. (2001)’nin yaptiklar1 ¢calismada 24 kontrol, 161 gastrit ve 123 iilser
hastas1 olmak tizere, % 62’si Helicobacter pylori pozitif toplam 308 hastadan gastrik
biopsi ornegi ¢alisilmistir. MDA diizeyleri, Helicobacter pylori pozitif 6rneklerde
157,0+£96,2 nmol/ug, Helicobacter pylori negatif 6rneklerde ise 110,0+£51,6 nmol/ug
olarak belirlenmistir (p<0,05). GSH diizeyleri, Helicobacter pylori pozitif 6rneklerde
159,3+76,6 nmol/ug, Helicobacter pylori negatif 6rneklerde 212,3+1,4 nmol/pg
olarak bulunmustur (p<0,05). Elde edilen veriler dogrultusunda Helicobacter pylori
infeksiyonunun asir1 mukozal ROS {iretimine yol agtigi, hiicresel antioksidanlari
baskiladigi ve bu sekilde hiicre membranm1 hasarmi tetikleyerek gastrointestinal
hastaliklarin gelisiminde 6nemli rol oynadig: belirtilmistir (229).

Santra ve ark. (2000)’nin yaptiklar1 ¢alismada 34’1 Helicobacter pylori pozitif,
14’1 Helicobacter pylori negatif duodenal iilserli hastadan ve 10 saglikli goniilliiden
olmak tizere toplam 58 serum ve gastrik biopsi 6rneginde GSH ve MDA diizeyleri
calistlmigtir. Serum MDA diizeyleri Helicobacter pylori pozitif érneklerde 930,2
nmol/dl, Helicobacter pylori negatif 6rneklerde 540,7 nmol/dl ve kontrol grubunda

232.5 nmol/dl olarak bulmustur. Dokudaki MDA diizeyleri ise Helicobacter pylori
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pozitif drneklerde 163,1 nmol/100 mg, Helicobacter pylori negatif drneklerde 109,2
nmol/100 mg ve kontrol grubunda 25,8 nmol/100 mg oldugu tespit edilmistir. GSH
serum diizeyleri incelendiginde; Helicobacter pylori pozitif 6rneklerde 26,1 nmol/dl,
Helicobacter pylori negatif 6rneklerde 26,9 nmol/dl ve kontrol grubunda 26,6 nmol/dl
olarak, GSH doku diizeyleri ise Helicobacter pylori pozitif 6rneklerde 91,7/100mg,
Helicobacter pylori negatif 6rneklerde 147.3/100 mg ve kontrol grubunda 279,3/100
mg olarak bulunmustur. Calismanin sonucunda Helicobacter pylori pozitif 6rneklerde
goriilen GSH diizeylerindeki azalmanin ve ayn1 zamanda MDA diizeylerindeki artigin
Helicobacter pylori infeksiyonu siirecinde olusan serbest oksijen radikallerine bagh
olarak meydana geldigi iddia edilmistir (228).Farinati ve ark. (2003) nin yaptiklar1 bir
calismada Helicobacter pylori pozitif ve Helicobacter pylori negatif kronik gastritli
hastalardan alinan gastrik biopsi drneklerinde, TBARS diizeyleri karsilastirildiginda
Helicobacter pylori pozitif grupta TBARS degerlerinin anlamli derecede arttig1 ve bu
artisin kronik gastritin derecesi ile de parallellik gosterdigi goriilmiistiir (133).

Demir ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir calismada, Helicobacter pylori ile
infekte 15°1 peptik iilser, 14’1 gastrit ve 12’si saglikli kontrol grubundan alinan gastrik
biopsi Orneklerinde MDA ve GSH diizeyleri spektrofotometrik olarak
degerlendirilmistir. Caligmanin sonucunda, Helicobacter pylori’ile infekte hasta grubu
kontrol grubu ile karsilastirildiginda; peptik iilserli hastalarda GSH doku diizeyinin
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik, MDA diizeyinin ise yiiksek oldugu
belirlenmistir. Gastritli hastalarda da ayn1 sekilde GSH doku diizeyinin diisiilk, MDA
diizeyinin ise yiiksek oldugu belirlenmistir. Elde edilen bu verilerden yola ¢ikarak,
Helicobacter pylori pozitif peptik tilser ve gastritli hastalarda gastrik mukozal GSH
diizeyindeki azalmanin ve lipit peroksidasyondaki artisin gastrik hiicrelerde membran
hasarina neden olan serbest radikal artisindan kaynaklabilecegi ifade edilmistir (235).

Helicobacter pylori nin neden oldugu oksidatif hasarlarindan biri de protein
hasar1 olup literatiirde bu konu ile ilgili yapilmis az sayida ¢alisma mevcuttur. Noyan
ve arkadaglarinin yaptiklari in vitro ¢alismada 30 Helicobacter pylori pozitif gastrik
kanserli ve 30 Helicobacter pylori negatif gastrik kanserli hastadan alinan serum
ornekleri AOPP, MPO ve CAT seviyeleri degerlendirilmistir. 30 Helicobacter pylori
pozitif gastrik kanserli grupta protein karbonil (AOPP) degerlerinin (p< 0,05) kontrol
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grubuna gore anlamli derece arttig1 goriiliirken, CAT ve MPO degerlerinde anlamli bir
fark bulunamamustir (236).

Total antioksidan kapasite oksidatif stresin varligini ve hiicrelerin antioksidatif
mekanizmalarin1  belirleyen bir parametredir. Literatiirdeki calismalarda, tez
kapsaminda elde ettigimiz bulgulara uyumlu olarak, Helicobacter pylori’nin
indiikledigi oksidatif strese bagli olarak TAOC’da azalmalar labilecegi gosterilmistir.
azalmaya neden oldugunu gostermektedir (233-237). Dulger ve ark. (2011)'nin
yaptiklart in vitro ¢aligmada, Helicobacter pylori infeksiyonunun oksidatif stres
gelisimindeki etkisini arastirmak amaciyla 42 Helicobacter pylori pozitif ve 25
Helicobacter pylori negatif dispeptik sendromu olan hastadan alinan plazma
orneklerinde total antioksidan statili, total oksidan statii ve oksidatif stres indeksi
degerlendirilmistir. Calismada ayni1 hasta grubuna takiben eradikasyon tedavisi
uygulanmis ve ayn1 parametreler karsilastirilmigtir. Elde sonuglara gore Helicobacter
pylori infeksiyonunun gastrik mukozada belirgin diizeyde TAOC diizeylerinde
azalmaya, total oksidan kapasite ve oksidatif stres indeksinde artisa neden oldugu ve
eredikasyon sonrasinda bu parametrelerin normal diizeyelere dondiigii belirlenmistir
(233). Mutlu ve ark.(2013)’nin yaptiklar1 benzer bir ¢alismada, larengofarengeal
refliisu olan ve serolojik testlerle tespit edilen Helicobacter pylori IgG pozitif,
Helicobacter pylori IgG negatif hastalarda ve saglikli goniilliilerde oksidatif stres
varlig1 karsilastirmali olarak degerlendirilmistir. Alinan serum 6rneklerinde TAOC,
total oksidan seviye ve oksidatif stres indeksi 6l¢iilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore;
total oksidan seviyeleri ve oksidatif stres indeks degerleri Helicobacter pylori 1gG
pozitif grupta kontrol grubundan yaklasik 3,5 kat ve Helicobacter pylori 1gG negatif
gruptan yaklasik 2 kat yiiksek olarak bulunmustur. TAOC degerlerinin Helicobacter
pylori 19G negatif grupta ve kontrol grubunda birbirine yakin degerlerde oldugu;
Helicobacter pylori 1gG pozitif grubunda ise bir miktar daha yiiksek oldugu
gorilmistir. Bu bulgular dogrultusunda, Helicobacter pylori’'ye karst IgG
antikorlarinin gelismesi sonucunda viicutta total oksidan seviye ve oksidatif stres
indeksinde artislar goriilebilecegi belirtilmistir. Bu nedenlerle, 19G pozitif hastalarda

gastrik dokuda hasar goriilebilecegi belirtilmistir (234).
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5.4. Hiicre Oliimii Mekanizmalari

Hiicre oliimii ile hiicre cogalmasi arasindaki dengenin bozulmasi karsinojenez
gelisiminde 6nemli bir mekanizma olup, bu dengenin korunmasinda apotozis, otofaji
ve nekroz gibi pek ¢ok mekanizma gorev almaktadir (28,102,238).

Apoptoz, birgok dokuda oldugu gibi gastrointestinal sistemde de saglikli
hiicrelerin yasamina devam etmesi ve hasarli hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in
Oonemli bir hiicre 6limii mekanizmasidir (28,102,238). Helicobacter pylori’nin
indiikledigi apoptozda pekcok faktor rol oynamaktadir. Bakterinin mide mukozasina
adhezyonu sonucu, epitelyal hiicreler tarafindan ortama salgilanan IL-8’in lenfosit ve
monosit saliiminin uyarilmasi dolayisiyla sitokin salinimi yoluyla artan oksidatif
stres ve takiben goriilen hasarli hiicrelerin apoptoz yoluyla ortadan kaldirilmasi
Helicobacter pylori’inin en oOnemli toksik etki mekanizmalarindan biri olarak
degerlendirilir. Ayrica, bakteriyel lipopolisakkaritler ve y-glutamiltransferaz gibi
bakteriyel tirtlinler, iireaz, VacA ve CagA gibi bakteriyel toksinler gastrik epitelyal
hiicrelerin apoptoza gitmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar (245-247).

Tez kapsaminda, Helicobacter pylori’ye maruziyette ve ayn1 zamanda DNA
onarim enzim ihbitdrii varligia ve/veya yokluguna olas1 apoptotik ve otofajik hiicre
6lim mekanizmalarinda rol alan proteinlerin diizeylerinin degerlendirilmesi de
amaclanmistir. Bu dogrultuda elde edilen bulgular Helicobacter pylori’ye maruziyetin
apoptozu ve otofajiyi tetikledigini niteliktedir. Ayrica, DNA onarim enzim inhibitorii
Nu7441 eklenen gruplardan elde edilen bulgular, DSB onarimi bozuk AGS
hiicrelerinde Helicobacter pylori nin tetikledigi apoptoz ve otofajinin kontrol grubu
hiicrelere oranla ¢cok daha ciddi diizeylerde olabilecegini desteklemektedir. Tez
kapasaminda yapilan ¢alismalarda kontrol grubuna oranla tiim ¢alisma gruplarinda
kaspaz 3 diizeyleri istatistiksel olarak anlamli diizeyde yliksek bulunmugstur. Kaspaz 8
diizeyleri de tiim c¢aligma gruplarinda kontrole gore artarken, bu artis sadece
HP+Nu7441 grubuna kontrole gore anlamli olarak belirlenmistir. Literatiirde
Helicobacter pylori’nin apoptozuve otofajiyi indiikledigine dair pek ¢ok c¢alisma
mevcuttur ve tez kapsaminda elde edilen sonuglarla paralellik gdstermektedir (242-
244).

Kim ve ark. (2007)’nin yaptiklar1 in vitro ¢alismada, AGS hiicrelerinde

Helicobacter pylori’nin viriilans faktorlerinden biri oldugu diisiiniilen y-glutamil
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transferaz  (GGT)’nin apoptotik etkisi aragtirllmistir. Bu amagla, DNA
rekombinasyonu ile elde edilen rekombinant GGT ve mutant GGT enzimleri (kontrol
grubu), AGS hiicreleriyle artan doz ve siirelerde inkiibe edilmistir. GGT nin hiicre
canliligia olan etkisi MTT ve TUNEL metodu ile degerlendirilirken, apoptotik
etkinin belirlenmesi amaciyla kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 9 aktivasyonlari sodyum
dodesil siilfat—poliakrilamid jel elektroforez (SDS-PAGE) ile degerlendirilmistir.
Calismada GGT’nin doz ve zamana baglh olarak hiicre canliligmni azalltigt MTT
yontemi ile gosterlirken; yapilan TUNEL analizlerinde, TUNEL pozitif hiicrelerde
GGT’nin DNA fragmentasyonlarina neden oldugu gozlenmistir. Apoptotik aktivite
incelendiginde kaspaz 3 ve 9 aktivasyonunda doz ve zamana bagl olarak kontrol
grubuna gore artts meydana gelmesine ragmen; kaspaz 8 aktivasyonunda kontrol
grubuna gore belirgin bir fark olmadigi ve dolayisiyla GGT nin intrinsik kaspaz
yolagini aktive ettigi goriilmistiir (138).

Ding ve ark. (2007)’nin yaptiklar1 bir in vitro ¢alismada, apoptoz, DNA
fragmantasyonu ve kaspaz aktivitesi ile degerlendirilmistir. Calismada KatolIIl, NCI-
N87 ve AGS hiicre serileri ve CagA pozitif ve CagA negatif Helicobacter pylori
suslar1 ile ¢alistlmistir. Ayrica, bakterinin oksidatif stres yoluyla tetikledigi apoptoz
hidrojen peroksit maruziyeti ile de karsilastirilmigtir. Helicobacter pylori suslarinin
400 uM konsantrasyondaki hidrojen peroksit ile kaspaz 3 ve kaspaz 8 aktivasyonu ile
ve DNA fragmantasyonu olusumunda benzer sonuglar verdigi goriilmiistiir. Calismada
kontrol gruplarina gore artan ROS miktar1 ile apoptoz parametrelerindeki artigin
paralellik gostermesinden yola ¢ikarak, Helicobacter pylori infeksiyonun neden
oldugu oksidatif stresin apoptozu tetikledigi iddia edilmistir (248).

Ashktorab ve ark. (2008)’nin yaptiklart bir ¢alismada, AGS hiicre hatt1
Helicobacter pylori ile infekte edilmistir. Kaspaz 3 diizeyleri Western blot yontemi ile
belirlenmistir. Kontrol gruplari ile karsilastirildiginda kaspaz 8 aktivitesi sadece 24
saatten fazla siirelerde Helicobacter pylori ile inkiibe edilen AGS hiicrelerinde tespit
edilirken, kaspaz 3 aktivitesinin daha kisa inkiibasyon siirelerinde bile istatistiksel
olarak anlaml bir sekilde yiikselebildigi goriilmiistiir (247).

Zhang ve ark. (2017)’nin SGC-7901 gastrik adenokarsinoma hiicre serisi ve
Helicobacter pylori NCTC 11637 suslari ile yaptiklari ¢alismada kaspaz 3 ve kaspaz9

ekspresyonlar1 Western blot ile degerlendirilirken, apoptotik indeks ise akis sitometrisi
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ile 6l¢iilmiistiir. SGC-7901 gastrik adenokarsinoma hiicrelerinin Helicobacter pylori
ile 6 saat, 12 saat, 24 saat ve 48 saatlik inkiibasyona gore apoptotik indeks sirasiyla
%6,30+0,40, %11,57+0,78, %8,63+0,67 ve 9%7,2240,97 olarak bulunmustur.
Calismada maruziyet siliresine bagli olarak kaspaz 3 ve 9 aktivitelerinin arttigi da
gozlenmistir (249).

Maeda ve ark. (2002)’nin yaptiklari bir ¢alismada, MKN45 ve HelLa hiicreleri
farkli viriilanslarda Helicobacter pylori suslarinin ile inkiibe edilmis ve bu suslarin
apoptotik etkileri ¢alisilmistir. Kaspaz 3, kaspaz 8 ve kaspaz 7 aktivasyonlart PCR
yontemi ile incelendiginde kaspaz-3 ve kaspaz-7 aktivasyonlarinin kontrol grubuna
gore Ozellikle VacA suslarinda belirgin derecede artis gosterdigi; ancak, kaspaz 8
aktivasyonunda anlamli bir artisin olmadigi tespit edilmistir. Kaspaz 8’in Helicobacter
pylori nin indiikledigi apoptozda etkin rol almadigi iddia edilmistir (250).

Potthoff ve ark. (2002)’min yaptiklar1 in vitro calismada Helicobacter
pylori'nin indikledigi gastrik epiteliyal hiicre apoptozda gorevli kaspazlardaki olasi
degisiklikler arastirilmistir. Kaspaz protein ekspresyonlarini belirlemek i¢in Western
blot teknigi ile kullanilmigtir. AGS hiicrelerinin Helicobacter pylori ile inkiibasyonu
sonucunda, DNA-fragmentasyonunda 3 kat artig, kaspaz 9 ekspresyonunda 4 Kkat,
kaspaz 8 ekspresyonunda 2 kat, kaspaz 6 ekspresyonunda 2 kat ve kaspaz 3
ekspresyonunda 6 kat artis goriliirken, kaspaz 2 ve kaspaz 7 ekspresyonlarinda
herhangi degisim belirlenmemistir Calismadan elde edilen sonuglara gore
Helicobacter pylori’nin indiikledigi apoptozun mitokondriyel yolla oldugu ve bu yolda
sadece belirli kaspazlarin rol aldig1 ifade edilmistir ((251).

Yang ve ark. (2017) apoptozda goérev alan en 6nemli kaspazlardan olan kaspaz
3’tin Helicobacter pylori infeksiyonunun indiikledigi apoptozdaki roliinii
aragtirmislardir. Insan mukozal epitelyal hiicre serisi (GES-1), MOI100 olaak
uygulanarak Helicobacter pylori viriilan suslariyla infekte edilmis ve apoptoz akis
sitometirisi ile; kaspaz 3 ekspresyonu ise Western blot ile degerlendirilmistir. Kaspaz
3 yarilanmasinin 6 saatlik inkiibasyon sonrasinda 6nemli oranda arttig1 gézlenmistir
(253).

Ashktorab ve ark. (2008)’nin yaptiklari ¢alismada AGS hiicreleri VacA pozitif
Helicobacter pylori susu ile 0O saat, 3 saat, 6 saat, ve 24 saatlik siirelerde inkiibe

edilmis; sonrasinda total protein, sitoplazmik, niiklear ve membran fraksiyonlar
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toplanmistir. Western blot ile yapilan analizlerde Helicobacter pylori’nin kaspaz 8
aktivasyonunu maruziyet siliresine bagli olarak arttigi ve poli (ADP-riboz) polimeraz
(PARP) yariklanmasina neden oldugu tespit edilmistir (247).

Jones ve ark. (1997) Helicobacter pylori pozitif primer gastrit, Helicobacter
pylori negatif inflamatuvar gastrit ve normal biopsi Ornekleriyle ¢alismislardir.
Apoptotik  hiicreler TUNEL yontemi ile incelenerek apoptotik indeksleri
degerlendirilmistir. Apoptotik hiicrelerin apoptoza 6zgii olan DNA fragmentasyonlari
Helicobacter pylori pozitif primer gastrit ve Helicobacter pylori negatif inflamatuvar
gastrit 6zellikle siiperfasiyal mukozada goriiliirken; Helicobacter pylori pozitif grupta
ayrica lamina propiradaki lenf nodiillerinde de tespit edilmistir. Epitelyal hiicrelerde
apoptotik indeks Helicobacter pylori pozitif grupta (120+10) Helicobacter pylori
negatif grupa (50+10, p<0.005) ve kontrol grubuna (40+10, p<0.02) gore anlaml
derecede yiliksek bulunmustur (253).

Hasegawa ve ark. (2000)’nin yaptiklari bir ¢alismada 37 Helicobacter pylori
pozitif gastroduodenal {ilserli hastadan ve 8 saglikli goniilliiden aldiklar1 gastrik biopsi
ornekleri TUNEL metodu ile incelenmistir. Helicobacter pylori pozitif grupta
epitelyal hiicrelerin erozyona ugradiklari, laminoproriada lenfosit, plazma hiicresi ve
notrofil infiltrasyonunun meydana geldigi goriilmistiir. Musindz hiicrelerde bazal
vakuolizasyon ve kubbelesme, intestinal dokuda 6demsel degisikler ve hafif fibroz
tespit edilmistir. DNA fargmentasyonu agisindan incelendiginde Helicobacter pylori
pozitif hiicreler ile kontrol grubu hiicreleri arasinda belirgin bir fark bulunamamastir.
Elektron mikroskopu incelemelerinde, Helicobacter pylori pozitif grupta musindz
hiicrelerin yiizeyinde mikrovilliislerde kaybolma, hiicre yogunlugunda artis, niiklear
membranda ¢entiklenme, vakuolizasyon ve endoplazmik retikulumda dilatasyon tespit
edilmistir. Ayrica G-hiicrelerinin sekretuvar graniillerinde elektron dansisitenin seffaf
oldugu goriilmiistiir. Lamina propria incelendiginde Helicobacter pylori pozitif grupta
inflamatuvar hiicrelerde, fibroblastlarda ve diiz kas hiicrelerde cesitli asamalarinda
apoptoza rastlanmis ve kontrol grubuna gore ¢ok daha yogun olarak meydana geldigi
belirlenmistir (254).

Moss ve ark. (1996) nin yaptiklar1 bi ¢calismada, 12 saglikli goniilliiden ve 16
Helicobacter pylori pozitif duodenal iilserli hastadan alinan gastrik biopsi 6rneginde

TUNEL yontemi ile Helicobacter pylori’nin gastrik hiicreler tizerindeki apoptotik
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etkisi ve neden oldugu morfolojik degisiklikler incelemistir. Helicobacter pylori
pozitif ve kontrol grubunda pozitif olarak boyanan hiicrelerin ¢ogunlukla gastrik
glandlarin  siiperfasial kisimlarinda biriktigi (ortalama %2.9) belirlenirken,
Helicobacter pylori pozitif duodenal tilserli grupta apoptotik hiicrelerin sayisinin daha
yiikksek oldugu ve apoptotic hiicrelerin daha derin glandlarda bulunduklar1 tespit
edilmistir. Ortalama apoptotik indeks kontrol grubuna gore %14 artis gostermistir
(255).

Otofaji, kelime anlami olarak “kendi kendini (auto) yeme (phagy)” anlamina
gelir ve metabolizmanin diizenlenmesi, morfojenez, hiicre farklilagmasi, yaslanma,
hiicre 6liimii ve bagisiklik sistemin bir pargasi olarak hiicre i¢i patojenlerin yikiminda
da etkili bir yoldur (256-258). Yapilan c¢alismalarda Helicobacter pylori
infeksiyonunun neden oldugu ROS un otofajiyi etkin sekilde indiikledigi ve VacA’nin
otofajide mekaniksel bir role sahip oldugunu belirtilmistir 102

p62, LC-3 ve Beclin-1 otofajik proteinler olup, otofajik aktivitenin
belirtecidirler. LC-3 ve Beclin-1 diizeylerinin otofajinin indiiksiyonu ile arttiklari, p62
diizeylerinin ise azaldig1 bilinmektedir (28). Otofajik aktivite ac¢isindan tez
kapsaminda yapilan ¢aligmalarda Beclin-1 diizeylerinin kontrol grubuna oranla HP ve
HP-+Nu7441 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis bulunmustur. Ayrica, HP
ve HP+Nu7441 gruplan karsilastirildiginda, HP+Nu7441 grubundaki Beclin-1
diizeylerindeki artisin HP grubuna gore 2,34 kat fazla oldugu tespit edilmistir. LC3
diizeylerinin belirlenmesi i¢in yapilan analizlerde, yine kontrol grubuna oranla HP ve
HP+Nu7441 gruplarinda istatistiksel olarak anlamli artiglar bulunmustur. HP ve
HP+Nu7441 gruplart  karsilastirildiginda, HP+Nu7441  grubundaki LC3
diizeylerindeki artisin HP grubuna gore 3,49 kat fazla oldugu tespit edilmistir. Tez
kapsaminda p62 diizeylerinin belirlenmesi i¢in yapilan analizlerde kontrol grubuna
oranla p62 diizeylerinde HP ve HP+Nu7441 gruplarinda azalma tespit edilmistir. HP
ve HP+Nu7441 gruplant karsilastirildiginda ise HP+Nu7441 grubunda p62
diizeylerinin HP grubuna gore %85,17 oranda daha diisiik oldugu belirlenmistir.
Literatiirde Helicobacter pylori infeksiyonunun otofajiyi indiikledigine dair caligmalar
mevcuttur. Bu ¢alismalar ile tez kapsaminda elde edilen sonuglar karsilastirildiginda,

elde edilen sonuglarin paralellik gosterdigi belirtilebilir.
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Raju ve ark. (2012)’nin yaptiklari calismada VacA pozitif Helicobacter pylori
ile infekte atipik glandular (AGC) hiicrelerin de 2 saatlik, 6 saatlik ve 24 saatlik
maruziyet slirelerine bagl olarak p62 ve LC3 ekspresyonunun arttigi; konfokal
mikroskopisi ile ve PCR ile gosterilmistir. Ayrica ¢alismada uzun siireli VacA pozitif
Helicobacter pylori infeksiyonunun AGC hiicrelerinde otofajik aktivitenin
bozulmasina ve dolayisiyla hiicrelerde ROS ve p62 birikimine neden oldugu tespit
edilmistir. Oofajinin AGC hiicrelerinin VacA toksinine ilk cevapta indiiklendigi. 24
saatlik inkiibasyonu ardindan hiicreler transmisyon elektron mikroskopunda
incelendiginde, VacA pozitif Helicobacter pylori ile infekte grupta genislemis
vakuollesme alanlanlarinin bulundugu ve otofagozom olusumdaki gesitli asamalarinin
yer aldig1 gozlenmistir. Erken donemdeki otofagozomlar intakt organeller icermekte
iken ileri donemdeki otofagozomlarda bakteri degradasyonlar1 dikkati ¢ekmistir (259).

Castano-Rodriguez ve ark. (2015)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada Helicobacter
pylori ile infekte AGS hiicrelerinde otofajide gorevli proteinlerin ekspresyonlarinda
degisimler meydana geldigi ve bu degisimlerin Helicobacter pylori’nin viriilans
faktorlerine gore de degiskenlik gosterdigi bulunmustur. AGS hiicrelerinin; GC026
(CagA, CagE, Cagl, CagT, VacAslml, BabA, OipA, DupA ve SabA pozitif) susu
veya Hp26695 (CagA ve VacAslml) suslari ile inkiibasyonlarinin ardindan RT-PCR
ile yapilan gen analizlerinde, Beclin-1 proteinini kodlayan otofaji ve Beclin 1 regiilator
1 proteini (AMBRA1) ve BECNI gen ekspresyonlarinda downregiilasyon olusurken,
LC-3 proteinini kodlayan MAPILC3B geninde upregiilasyon meydana geldigi
goriilmistir. GCO026 ile infekte grupta AMBRAL1 gen ekspresyonunun
downregiilasyon oranlar1 0.47 kat (p<0,007) iken, Hp 26695 ile infekte olan hiicrelerde
1,0534 kat (p <0,9855) olarak bulunmustur. BECNI geni downregiilasyon oranlari
GCO026 ile infekte grupta 0,5237 kat (p<0,006) iken, Hp26695 ile infekte grupta 0,9175
kat (p <0,6143) olarak tespit edilmistir. LC-3 proteinini kodlayan MAP1LC3B gen
ekspresyonunun upregiilasyon oranlart GC026 ile infekte grupta 1,8449 Kkat
(p<0,0376) olarak ve Hp26695 ile infekte grupta ise 1,3835 kat (p <0,0942) oldugu
goriilmiistiir (260).

Tsugawa ve ark. (2014)’nin yaptiklar1 bir arastirmada VacA viriilans
faktoriiniin otofajiyi indiikledigi ve otofajik yolla degrade edildigi gosterilmistir. AGS
ve WT-A10 hiicreleri VacA negatif, VacAslm2 ve VacAs2m?2 suslarryla MOIS0
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olacak sekilde O saat, 3 saat, 15 saat ve 24 saatlik maruziyet siirelerinde inkiibe
edilmelerinin ardindan, fluoresans mikroskobunda ve eclektron mikroskobunda
incelenmis ve PCR ve akis sitometrisi ile analiz edilmistir. Calismalarin sonucunda
otofaji indiiksiyonunun VacA’dan bagimsiz olarak meydana gelmesine ragmen, LC3-
I - LC3-II doniisiimiiniin arttig1 ve buna paralel hiicre i¢i VacA konsantrasyonlarinin
da azaldig1 goriilmiistiir 261).

Wang ve ark. (2009)’nin yaptiklari calismada THP-1 insan monosit hiicrelerine
ekilen Helicobacter pylori’nin otofagozom olusumuna yol agtigi gosterilmistir.
Helicobacter pylori’nin makrofaj hiicrelerine ekilmesinden 12 saat sonra hiicre ig¢ine
fagosite oldugu ¢ift membranli otofajik vezikiillerin olustugu goriilmiistiir. Konfokal
mikroskopisi ile yapilan incelemede bakterini ilk 6 saatte daha ¢ok sitoplazmada
lokalize oldugu ancak 12 saatten itibaren sayilarinin azalmaya basladigi tespit
edilmistir. Yapilan ileri analizlerde sitoplazmada LC3-II proteininde artisin meydana

geldigi ve LC-3 artisinin en fazla 6 ve 12 saatlerde oldugu tespit edilmistir (261).
5.5. DNA Hasarn

DNA oksidasyonunun basta baz oksidasyonu olmak iizere pek ¢ok tipte DNA
hasarina yol actig1 bilinmektedir. BER mekanizmasi basta 8-OHdG olmak iizere
okside bazlarin temel onarim mekanizmasidir (161). VagA, CagA gibi bakteriyel
toksinler ve nétrofil infiltrasyonu mukozal hasari ve ROS/NOS firetimi Helicobacter
pylori infeksiyonunda genetik instabiliteye neden olabilmektedir. Helicobacter pylori
infeksiyonu gastrik inflamasyon ve karsinojenez siirecinde SSB ve DSB kiriklarina
yol agmaktadir. DSB en tehlikeli DNA hasar tipidir (167).

Tez kapsaminda AGS hiicrelerinin Helicobacter pylori’ye maruziyeti sonucu,
hiicrelerde olast DSB olusumu y-H2AX fosforilasyonunun belirlenmesi ile
degerlendirilirken, DNA baz hasar1t ve DNA onarim proteinlerinin sentezindeki olas1
degisiklikler 8-OHdG ve OOGI diizeylerinin 6lgiimii ile degerlendirilmistir. Bu
dogrultuda elde edilen bulgular Helicobacter pylori’ye maruziyetin oksidatif stres
artisgina paralel olarak oksidatif DNA baz hasarina neden oldugunu dogrular
niteliktedir. Ayrica, DNA onarim enzim inhibitdrii Nu7441 eklenen gruplardan elde
edilen bulgular, DSB onarimi bozuk AGS hiicrelerinde Helicobacter pylori'nin neden
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oldugu DNA hasarmin saglikli hiicrelere oranla c¢ok daha ciddi diizeylerde
olabilecegini desteklemektedir.

8-OHdG diizeylerinin belirlenmesi i¢in yapilan analizlerde kontrol grubuna
oranla HP+Nu7441 grubunda 8-OHdG diizeylerinde artis bulunurken, diger ¢alisma
gruplarinda 6nemli bir degisiklik goriilmemistir. OGG1 diizeylerinde ise, kontrol
grubuna oranla Nu7441 grubunda ve HP+Nu7441 gruplarinda istatiksel olarak anlaml
artiglar belirlenmistir. y—H2AX diizeylerinin belirlenmesi i¢in yapilan analizlerde ise,
kontrol grubuna gére HP+Nu7441 grubunda %27 artis tespit edilmistir. Pan y—H2AX
diizeylerinde kontrol grubu ile ¢alisma gruplari arasinda istatistiksel olarak fark
bulunamamistir. Literatiirde Helicobacter pylori infeksiyonunun DNA’da baz
hasarina ve DSB’lere yol agtigna dair calismalar mevcuttur. Bu calismalar tez
kapsaminda elde edilen sonuglar1 destekler niteliktedir.

Arabski ve ark. (2005)’nin yaptiklar1 bir ¢calismada 22 Helicobacter pylori
infekte hasta ve 23 saglikli goniilliiden alinan gastrik biopsi 6rneginde DNA hasari
Comet yontemi ile incelenmis ve infekte hastalarda kontrol grubuna gore anlaml
derecede yiiksek DNA hasarinin meydana geldigi gosterilmistir (p<0.005) ((164).Papa
ve ark. (2002)’nin yaptiklar1 yukarida da sozii edilen ¢alismada 20’1 Helicobacter
pylori pozitif ve 10’u negatif olmak iizere 30 dispeptik hastadan alinan gastrik biopsi
orneginde 8-OHdG olusumunu immiinoperoksidaz teknigi ile arastirmislardir.
Helicobacter pylori pozitif 6rneklerin %70’inde yiiksek oranlarda 8-OHdG olusumu
saptanirken, bu oran Helicobacter pylori negatif grupta %20 olarak bulunmustur
(132). Nishibayashi ve ark. (2003)’nin yaptiklari ve daha Once bahsedilen bir
caligmada, 145 Helicobacter pylori pozitif erken donem gastrik kanserli ve 141
Helicobacter pylori pozitif; ancak malignitesi olmayan hastalardan alinan gastrik
mukoza 6rneklerinde 8-OHdG diizeyleri HPLC ile dlgiilmiistiir. Helicobacter pylori
pozitif gastrik kanserli hastalarda anlamli derecede yiiksek 8-OHAG diizeylerinin
oldugu tespit edilmistir (p<0,001) (165).

Ma ve ark. (2004)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada Helicobacter pylori pozitif ve
negatif gastritli hastalardan midenin farkli bolgelerinden alinan gastrik biopsi
orneklerinde 8-okzodG diizeyleri calisilmistir. Immiinohistokimyasal metodun
kullanildig1 ¢alismada, Helicobacter pylori pozitif grupta 8-okzodG diizeyleri korpus

ve antrum bolgelerinde Helicobacter pylori negatif gruba gore anlamli derecede
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yiikksek oldugu goriilmiistiir (p<0,001) (166). Baik ve ark. (2007)’nin yaptiklar
calismada (1996) ise, Helicobacter pylori pozitif ve negatif hastalardan elde edilen
biyopsi orneklerinde 8-OHAG diizeyleri karsilastirilmistir. Helicobacter pylori pozitif
orneklerin 8-OHdG DNA miktar1 negatif orneklerden 2,3 kat daha yiiksek
bulunmustur (160). Yeniova ve ark. (2015)’nin yaptiklari ¢aligmada Helicobacter
pylori (CagA pozitif ve CagA negatif olarak) infekte dispeptik hastalarinda serum 8-
OHdG diizeyleri karsilastirilmistir. 8-OHdG serum diizeyleri Helicobacter pylori
negatif grupta 5,77+1,35 ng/ml, Helicobacter pylori pozitif/CagA negatif grupta
5,43+1,14 ng/ml ve Helicobacter pylori pozitif/cagA pozitif grupta 7,57+1,25 ng/ml
(p=0,005) olarak bulunmustur (263). Ma ve ark. (2013)’nin yaptiklar1 ve daha 6nce
sOzii edilen calismada ise, gastrik kanserli ve saglikli goniillii serum 6rneklerinde 8-
OHdG diizeyleri sirasiyla 16,34+8,30 ng/ml ve 12,2945,72 ng/ml (p<0,05) olarak
bulunmustur (233).Pignatelli ve ark. (2015) nin yaptiklar1 ¢alismada 34 kronik atropik
gastrit ve peptik tilser hastasindan alinan gastrik biopsi 6rneklerin de tedavi oncesinde
ve sonrasinda 8-OHdG diizeyleri karsilagtirildiginda, Helicobacter pylori
eredikasyonunun 8-OHdG diizeylerini %40 oraninda azaltigi bulunmustur (264
Katsurahara ve ark. (2017)’nin yaptiklar1 benzer bir ¢alismada, Helicobacter pylori
pozitif gastritli hastalarda eredikasyon dncesinde ve sonrasinda alinan gastrik biopsi
orneklerinde 8-OHAG diizeyleri karsilastirilmistir.  8-OHAG  diizeyleri tedavi
sonrasinda korpusta ve antrumda %50 oraninda azalmistir (p<0,001) (265). Farinati
ve ark. (2003)’nin yaptiklar1 bir caligmada, Helicobacter pylori negatif ve
Helicobacter pylori pozitif (cagA negatif ve pozitif 2 ayr1 grup halinde olmak tizere)
gastrik atropili ve intestinal metaplazili hastadan alinan gastrik biopsi 6rneklerinde 8-
OHAG diizeyleri HPLC ile odlgiilerek karsilastirilmistir. Her iki grupta da 8-OHdAG
diizeylerinin CagA pozitif Helicobacter pylori ile infekte hastalarda en yiiksek oldugu
goriilmistiir (p=0.01) (133).

Kidane ve ark. (2014)’nin yaptiklar1 ve daha 6ne s6zii edilen ¢aligmada ise,
Helicobacter pylori infeksiyonunun oksidatif ve kiigiik baz hasarlarini indiikledigi ve
sonrasinda da AP alanlarin artisina neden oldugunu gosterilmistr. Bu ¢alismada insan
normal gastrik epitelyal hiicreleri (GES-1) Helicobacter pylori ile 12 saat boyunca
inkiibe edilmis, inkiibasyonun sonunda hiicre siklusunun tiim fazlarinda 6zellikle G1

fazinda y-H2AX pozitif hiicrelerinin yayildig1 goézlenmistir. Buna ek olarak,
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infeksiyon sirasinda genomik DNA’da yiiksek oranda AP alanlarinin olustugu ve yine
genomik instabiliteye neden olan OGGI’in yiiksek oranda eksprese edildigi tespit
edilmistir (175).

Koeppel ve ark. (2015)’nin Helicobacter pylori AGS ve MKN74 olusan
hiicrelerinde y-H2AX diizeyleri arastirilmistir. inkiibasyondan 6 saat sonra DSB’lerin
akiimiilasyon diizeylerinin iyonize radyasyon ile 18 saat boyunca maruziyet
sonucunda ulasilan DSB akiimiilasyon diizeyleri ile benzer seviyede oldugu
gozlenmigtir. Calismada Comet yontemi ile AGS ve MKN74 hiicreleri arasindaki
DNA hasar1 karsilastirilmis ve AGS hiicrelerinde inkiibasyonun 6. saatinde DNA
hasarinin dikkat ¢ekici diizeylere ulastigi; MKN74 hiicrelerinde ise benzer diizeye 18.
saatte ulasilabildigi belirtilmistir. Calismada ayn1 zamanda Helicobacter pylori’nin
hiicre siklusu {izerine olan etkisi de arastirilmis ve Helicobacter pylori’nin hiicre
siklusunu G1/S fazinda durdurdugu bildirilmistir (266).

Hanada ve arkadaslarinin Helicobacter pylori nin DNA hasar1 ile 2014 yilinda
ilgili yaptilar1 ¢aligmalarda Helicobacter pylori ile infekte gastrik biopsi 6rnekleri
incelendiginde YH2AX akiimiilasyonu ile birlikte DNA DSB olusumunu ve ATM
aktivasyonunu tespit etmislerdir. Calismalarda CagA pozitif ve CagA negatif
Helicobacter pylori ile infekte gruplar da karsilastirilmis ve her iki grupta da
kromozom instabilitesinin meydana geldigi goriilmiistiir. Ayrica, CagA pozitif
Helicobacter pylori ile infekte bireylerin CagA negatif Helicobacter pylori ile infekte
bireylere gore 2 kat daha fazla gastrik kanser gelisme riskine sahip olduklari
belirtilmistir (12,174). Helicobacter pylori infeksiyonu ve DNA hasar1 {izerindeki
etkisi lizerine yapilan bagka bir ¢aligmada ise, Helicobacter pylori infeksiyonun konak
hiicrelerin genomik disintegrasyonuna ve DSB olusumuna yol agtig1 tespit edilmistir.
Primer ve transforme fare ve insan epitelyal ve mezensimal hiicrelerle yapilan bu
deneylerde 6 saatlik inkiibasyonun ardindan DNA fragmantasyonu ve DSB
olusumunun doz ve siire bagiml olarak arttigit ve GSH tiiketiminde artis oldugu

gosterilmistir (13).



179

6. SONUC VE ONERILER

Tez kapsaminda AGS hiicre hattinda Helicobacter pylori’ye maruziyette ve

ayrica DSB onarim enzim inhibisyonunda olas1 toksik etkiler degerlendirilmistir.

Degerlendirme kapsaminda sitotoksisite, oksidatif stres, antioksidan statiideki

degisiklikler, DNA hasari, otofajik ve apoptotik degisikler ve bunlara paralel hiicre

morfolojisindeki degisiklikler yer almaktadir.

1.

2.

AGS hiicrelerinde belirgin c¢ekirdek¢ik, okromatik ve biiyiik g¢ekirdekler
gozlenmistir. Cekirdek sitoplazma oran1 ¢ekirdek lehine bulunmustur.
Hiicrelerde yer yer kiiclik vakuoller gbzlenmistir. Helicobacter pylori ile
inkiibe edilen AGS hiicre hattina ait hiicrelerin membranlar1 {izerinde
Helicobacter pylori’nin flagellar1 izlenmistir. Hiicrelerin sitoplazmasinda
vakuoller gozlenmistir. Nu7441 ile inkube edilen AGS hiicrelerinin
cekirdeklerinin ve hiicre membraninin saglam oldugu; ancak sitoplazmanin
cok sayida vakoulle dolu oldugu ve bu vakuoller ile ¢ekirdegin kenara itildigi
gozlenmistir. Helicobacter pylori ve Nu7441 ile inkube edilen grupta AGS
hiicrelerinin membrani1 Helicobacter pylori gevresinde flagellalar ile ¢evrede
cubuk sekilli Helicobacter pylori kesitleri gbézlenmistir. Bu grupta mide
adenokarsinom hiicre sayisinin olduk¢a azaldigi; var olan hiicrelerin

sitoplazmasinin vakuoller ile dolu oldugu belirlenmistir.

Hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla MTT yontemi ile Helicobacter

pylori'nin 1C3 ve ICso degerleri HP ve HP+Nu7441 gruplar igin
hesaplanmistir. HP grubunda 1C3p degeri 142,3 ICso degeri 259 olarak
bulunurken, HP+Nu7441 grubunda 1Cz 97,3 ve ICsodegeri 194 olarak
bulunmustur. HP grubu ICso degeri i¢in MOI 142 degerinde ve HP+Nu7441
grubu IC30 degeri icin MOI 97 degerinde ¢alisilmistir.

ROS diizeyleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, Kontrol+Nu7741
grubunda %20,37, HP grubunda % 20,83 ve Nu7741+HP grubunda %?20,44
oranlarinda artig tespit edilmis olup, tiim bu artislar istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur.

Tiim calisma gruplarinda kontrol grubuna gore GPx aktivitesinde istatiksel
olarak anlaml artis goriilmiistiir. Bu artis kontrole gére Nu7441 grubunda

%160, HP grubunda %2179, HP+Nu7441 grubunda ise %2190 olarak
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belirlenmistir. HP+Nu7441 grubu ile HP grubu Kkarsilastirtildiginda,
HP+Nu7441 grubunda HP grubuna gore 2,90 kat daha yiiksek GPx aktivitesi
belirlenmistir.

Kontrol grubunda bulunan o&rneklerde CAT aktivitesi 26,10+2,00
nmol/min/protein, Nu7441 grubunda 21,74£2,20 nmol/min/protein, HP
grubunda 40,27+7,06 nmol/min/protein ve Nu744+HP grubunda 83,79+12,12
nmol/min/protein olarak belirlenmistir. Kontrol grubuyla HP (%85) ve
HP+Nu7441 (%]108) gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artig
belirlenmistir. HP grubu ile HP+Nu7441 grubu karsilastirldiginda ise,
HP+Nu7441 grubunda CAT aktivitesinin yaklasik 2,1 kat oraninda artis
gosterdigi tespit edilmistir.

SOD aktivitesinde kontrol grubuna oranla Nu7441 gubunda %136,31 (2,36
kat), HP grubunda %279,95 (3,8 kat) ve HP+Nu7441 grubunda %315,48’lik
(4,15 kat) bir atis meydana gelmis olup tiim c¢alisma gruplarindaki artig
istatistiksel olarak farkli ve anlamli bulunmustur.

Total GSH diizeylerinde kontrol grubuna oranla HP+Nu7441 grubunda
anlamli olmaya bir artis (%77,54) tespit edilirken, diger calisma gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli fark goriilmemistir.

Kontrol grubuna oranla HP (%95) ve HP+ Nu7441 (%428, yaklasik 5,28 kat)
gruplarinda TBARS diizeylerinin anlamli derecede artis gosterdigi
bulunmustur.

Kontrol grubuna oranla tiim calisma gruplarinda protein karbonil diizeyleri
istatistiksel olarak farkli ve anlamli bulunmustur (p<0,05). Bu artiglar Nu7441
grubunda %46,74, HP grubunda %194,88 (2,95 kat) ve HP+Nu7441 grubunda
ise %362 (4,62 kat) olarak belirlenmistir. HP ve HP+Nu7441 grubu
karsilastirildiginda HP+Nu7441 grubunda, HP grubuna gore protein karbonil
diizeylerinde %356,70 oraninda daha fazla artis meydana geldigi tespit
edilmistir.

Kontrol grubuna oranla HP (%70,34) ve HP+Nu7441 (%40,31) gruplarinda
TAOC diizeylerinin azaldig1 goriilmiis ve bu degisiklikler istatistiksel olarak

anlamli bulunmustur (p<0,05).
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Kontrol grubuna oranla tim calisma gruplarinda kaspaz 3 diizeyleri
istatistiksel olarak farkli ve anlamli bulunmustur (p<0,05). Bu artis Nu7441
grubunda %142 (2,42 kat), HP grubunda %196 (2,96 kat) ve HP+Nu7441
grubunda %366 (4,66 kat) olarak belirlenmistir.

Kontrol grubuna oranla HP+Nu7441 grubunda kaspaz 8 diizeyleri istatistiksel
olarak farkli ve anlamli bulunmustur (%186,68, 2,86 kat, p<0,05). Nu7441
(%53,54) ve HP (%57,74) gruplarinda isese anlamli bulunmayan artislar
belirlenmistir.

Kontrol grubuna oranla HP+Nu7441 grubunda 8-OHdG diizeylerinde artis
bulunmustur (56 kat, p<0,05). Diger ¢alisma gruplarinda 6nemli bir degisiklik
goriilmemistir.

OGG1 diizeylerinde kontrol grubuna gére Nu7441 grubunda 20,62 kat ve
HP+Nu7441 grubunda ise 29,53 kat artis goriilmiistiir ve her iki artis da
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,05).

v— H2AX diizeylerinde kontrol grubuna gére HP +Nu7441 grubunda %27’ lik
anlamlh bir artig tespit edilmistir. HP grubunda ise %15,4’liik bir artis
gozlenmistir, ancak bu artis anlamli bulunmamistir. Pany- H2AX
diizeylerinde kontrol grubu ile Nu7441 ve HP+Nu7441 gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak fark bulunamamaigtir. HP grubunda gériilen %15°lik artis da
istatistiksel olarak anlamli degildir.

Kontrol grubuna oranla HP (%110, 2,1 kat) ve HP+Nu7441 (%392, 4,93 kat)
gruplarinda Beclin-1 diizeylerinde artis tespit edilmis olup, istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. HP ve HP+Nu7441 gruplan karsilagtirildiginda,
HP+Nu7441 grubundaki Beclin-1 diizeylerindeki artisin HP grubuna gore 2,34
kat fazla oldugu tespit edilmistir.

LC3 diizeyleri kontrol grubuna oranla HP (3,35 kat) ve HP+Nu7441 (11,68
kat) gruplarinda artig tespit edilmis olup istatistiksel olarak anlaml
bulunmustur. HP ve HP+Nu7441 gruplan karsilastirildiginda, HP+Nu7441
grubundaki LC3 diizeylerindeki artisin HP grubuna gore 3,49 kat fazla oldugu
tespit edilmistir.

Kontrol grubuna oranla p62 diizeyleri HP (%35,92) ve HP+Nu7441 (%90,50)
gruplarinda anlamli derecede diisiik bulunmustur. HP ve HP+Nu7441 gruplari
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karsilastirildiginda, HP+Nu7441 grubunda p62 diizeylerinin HP grubuna gore

%85,17 orannda azaldig: tespit edilmistir.

Tim bu bilgiler 1s1ginda, Helicobacter pylori’nin AGS hiicre hattinda
sitotoksik oldugu, ROS iiretimini arttirdigi, hiicre i¢in oksidan/antioksidan statii
degisikliklerine yol agtig1 ve hiicre 6liimiinii tetikledigi sdylenebilir. Bakterinin neden
oldugu tiim bu degsikliklerin 6zellikle Nu7441 varliginda daha belirgin bir sekilde
ortaya ¢ikmasi, DSB onarimi bozuk hiicrelerin bakterinin olusturdugu toksisiteye daha
duyarli olmasindan kaynakladigi sdylenebilir. Bu durum insanlara ekstrapole edilirse,
DSB onarimi1 konjenital olarak bozuk olan veya ¢evresel ve/veya patolojik nedenlerle
bozulan bireylerin bakterinin istenmeyen etkilerinden daha fazla etkilenecegi ifade
edilebilir. Ozellikle SSB ve DSB onarimi bozuk bireylerde veya farkli maruziyetleri
veya patolojileri olan kisilerde Helicobacter pylori’nin ¢ok daha belirgin toksisiteye
neden olacag1 belirtilebilir. Ancak, bu konuda ozellikle daha ¢ok sayida in vivo
caligmalara gereksinim bulunmaktadir. Gelecekte yapilacak arastirmalarin 6zellikle
Helicobacter pylori, DNA hasari ve hiicre 6lim mekanizmalarina yogunlagsmasi

gerekmektedir.
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