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Amag: Helicobacter pylori mide mukozasinda kolonize olan bir bakteridir ve diinya genelinde en yaygin
infeksiyon hastaliklarindan birisidir. Helicobacter pylori’nin gastrik kanser ve mukoza-assosiye lenfoid doku
(MALT) lenfomaya neden olduguna dair bulgular vardir. Bu bakterinin gastrik karsinojenez gelisimindeki etki
mekanizmalari ile ilgili pek ¢ok ¢alisma yapilmis olup, hem epigenetik hem de genetik mekanizmalarin bu
stiregte etkili oldugu belirtilmektedir. Bu derlemede, Helicobacter pylori 'nin neden oldugu gastrik karsinojenez
siirecindeki epigenetik ve genetik mekanizmalar degerlendirilecektir.

Gereg ve Yontem: Helicobacter pylori’nin neden oldugu epigenetik ve genetik degisiklikler ve gastrik
karsinojenez gelisimindeki roliiniin tespiti icin yapilan ¢alismalarin kapsamli olarak derlenebilmesi i¢in basta
PUBMED olmak iizere saglk bilimleri alamindaki veri tabanlari kullanilmis ve ézellikle de son on yilda bu
konuda yayinlanan makalelerden yararlaniimistir.

Sonu¢ ve Tartisma: Helicobacter pylori’nin neden oldugu karsinojenezin gelisiminde kronik
inflamasyonun yol actigi oksidatif stres, bakteriyel viriilans faktorleri, konak¢iya bagl intrinsik ve ekstrinsik
faktorlerin bir biitiin olarak tetikledigi epigenetik ve genetik mekanizmalar rol oynamaktadwr. Ancak, bu
Helicobacter pylori’nin yol actigi tiim epigenetik ve genetik degisiklikler hentiz tam olarak anlasiimamis olup,
daha fazla in vivo ve in vitro mekanistik ¢calismaya gereksinim duyulmaktadr.
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ABSTRACT

Obijective: Helicobacter pylori is a bacteria which colonizes in the gastric mucosa and it is one of the
major infectious diseases throughout the world. There are findings pointing out that Helicobacter pylori can
cause gastric cancer and mucosa-associated lymphoid tissue (MALT) lymphoma. There are several studies on
the mechanism of action of this bacterium and it is indicated that both epigenetic and genetic mechanisms are
effective in this process. In this review, we will evaluate epigenetic and genetic mechanisms caused by
Helicobacter pylori through gastric carcinogenesis development.

Material and Method: In order to review the epigenetic and genetic mechanisms caused by Helicobacter
pylori and their roles in gastric carcinogenesis development comprehensively, the health sciences databases
including PUBMED were used and particularly the scientific papers on thse sbject published in the last ten
years were used.

Result and Discussion: The epigenetic and genetic mechanisms caused by chronic inflammation (like
oxidative stress, bacterial virulance factors, intrinsic and extrinsic fators) may trigger the gastric
carcinogenesis development by Helicobacter pylori as a whole. However, all of the epigenetic and genetic
alterations caused by Helicobacter pylori are not yet fully understood and more in vivo ve in vitro mechanistic
studies are needed.

Keywords: Helicobacter pylori, epigenetic mechanisms, DNA damage, gastric carcinogenesis

GIRIS

Kanser, ¢esitli protoonkogenler ve tiimor siipresor genlerde meydana gelen genetik ve epigenetik
degisimlerin birikimi sonucunda ortaya ¢ikan ¢ok basamakli bir siirectir. Genetik degisimler DNA
sekansinda meydana gelen kromozom yapisindaki ya da sayisindaki mutasyonlarla karakterize iken,
geri doniislii epigenetik degisimlerde gen sekansinda degisim olmamaktadir ve bu degisimler geri
doniigliidiir. Epigenetik degisimler baglica histon asetilasyonu ve DNA metilasyonundan olugmaktadir.
Kromozomal bdlgeler, asetillendiklerinde ya da hipometilasyona ugradiginda transkripsiyonal olarak
aktive olurlarken, deasetillendiklerinde ya da hipermetilasyona ugradiklarinda transkripsiyonel olarak
inaktive olmaktadirlar. Dolayisiyla, bu degisimler kromozomal mutasyonlara yol agmaktadir [1]. Kronik
inflamasyon sirasinda inflamatuvar yanitla olusan proinflamatuvar sitokinler, reaktif oksijen tiirleri
(ROT) ve reaktif azot tiirevleri (RAT)’1 kapsayan mediatorleri timdr baglantili ¢esitli genlerde nokta
mutasyonu, delesyon, duplikasyon, rekombinasyon ve metilasyon gibi ¢esitli mekanizmalar araciligi ile
genetik ve epigenetik degisimleri indiikleyebilirler. Tiim bunlara ek olarak, inflamasyon ayni zamanda
cesitli timdr baglantih mRNA veya proteinlerin iiretimlerinde gorevli microRNA (miRNA)’lanin
ekspresyonunda da etkili olabilmektedir. Kronik inflamasyonla indiklenen bu molekiler olaylar
sonucunda normal hiicresel fonksiyonlarin da dahil oldugu pek ¢ok 6nemli yolak degisebilmekte ve
boylece inflamasyon kaynakli karsinogenez gelisimi hizlanabilmektedir [2].

Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarla viriisler, bakteriler ve parazitlerin neden oldugu kronik
inflamasyonun diinya genelinde yilda 1,6 milyon inflamasyon kaynakli kanser vakasina yol agtig1 ve
birgok bakteri tliriiniin tirettigi toksinlerin kronik infeksiyona ek olarak hiicre siklusunda bozulmaya ve

hiicre biiylimesinde degisimlere neden oldugu gosterilmistir [3, 4]. Patojen ajanlarin salgiladiklar
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genotoksinler ve onkoproteinler araciligi ile de konak¢i hiicre genomunda mutasyona neden
olabildikleri, bu proteinlerin ayn1 zamanda DNA onarim mekanizmalarinda da degisimlere yol actiklar
bilinmektedir [5]. Son yillarda kronik bakteriyal infeksiyonlarin kanser gelisimi {izerindeki etkisi ile
ilgili caligmalar yogunlasmis ve bircok bakteri infeksiyonunun onkojenez Uzerindeki etkisi
gosterilmistir [6]. Yapilan bu ¢alismalarda bir¢ok bakteri tiirliniin kronik infeksiyon ya da trettikleri
toksinler yoluyla hiicre siklusunun bozulmasina yol agtiklari, karsinojenik kimyasallara benzer sekilde
normal hiicre bilyiimesini etkileyebildikleri, apoptoz yolaklarinda degisimlere neden olabildikleri ve
farkli tiplerde DNA hasarlar1 olusturabildikleri belirtilmistir. Ornegin Salmonella typhimirium’un
mesane kanserine, Streptococcus bovis’in kolon kanserine ve Chlamydia bovis’in akciger kanserine
neden olduguna dair bulgular mevcuttur [4,7].

Diinya genelinde en yaygin infeksiyon hastaliklarindan biri olan ve diinya popiilasyonunun
yaklasik %40-%50’sini infekte ettigi tahmin edilen Helicobacter pylori’nin ise gastrik kanser ve
mukoza-assosiye lenfoid doku (MALT) lenfomaya neden olduguna dair kesin bulgular olup, Diinya
Saglik Orgiiti (DSO)’ne bagh Uluslararas1 Kanser Arastirma Ajanst (IARC) tarafindan “Grup I
karsinojen (insanda kesin karsinojen) olarak smiflandirilandirildigi bilinmektedir [4,7]. Yapilan
epidemiyolojik ¢alismalarla, Helicobacter pylori kronik infeksiyonunun ROT/RAT nin olusumunu
indiikledigi; bunun sonucunda gastrik kanser gelisimine neden olan oksidatif/nitrozatif DNA hasar1
olusumunda etkin rol oynadigi bildirilmistir. Gastrik inflamasyon siddetinin, konak¢igin genetik
ozelliklerinin ve immun cevabinin, basta diyet olmak iizere c¢evresel faktdrlerin ve bakteriye 6zgii
faktorlerlerin tiimiiniin bir biitiin olarak gastrik kanser gelisimde etkili oldugu gosterilmistir [8].Yapilan
caligmalar Helicobacter pylori’nin virulans faktorlerinin de gastrik kanser gelisiminde etkin rol
oynadigim1 gostermektedir. Ayrica Helicobacter pylori’nin, viriilans faktorlerinden ve ROT

olusumundan bagimsiz olarak da genotoksik etkiye neden olduguna dair bulgular da mevcuttur [9].

Helicobacter pylori

Helicobacter pylori, yaklasik 3 pm uzunlugunda ve 5 um ¢apinda gram negatif, iireaz pozitif,
mikroaerofilik, heliks bi¢imli ve flagellali bir bakteridir [10,11]. iki veya alti adet yaklasik 3 pm
uzunlugunda tnipolar flagellas1 vardir ve bu yapilar Helicobacter pylori’nin, gastrik mukoza iginde
hareket etmesini ve kolonize olmasini saglar. Yapilan ¢aligmalar mikroaerofilik olan Helicobacter
pylori’nin optimal yasama kosullarimin yiiksek nemli ortamda, pH 5,5-8"de, %2-%5 oksijen ve %5-%10
karbon dioksit seviyelerinde oldugunu gdstermistir [12]. Diisiik parsiyel oksijen basingli, yiliksek
konsantrasyonlarda gastrik ve sindirim enzimleri igeren gastrik mukozada kolonize olan Helicobacter
pylori, gastrik ortamdaki pH’y1 salgiladig: {ireaz enzimi ile yiikseltir ve unipolar flagellas: ile mide
duvart mukozasinin i¢ tabakalarina hareket ederek ortama adapte olur [13]. Helicobacter pylori Ureaz,

katalaz, miisinaz, lipaz gibi enzimleri, ntrofil aktive edici protein (NAP), dig membran proteini (OMP)
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gibi proteinleri igermesinin yanisira, ayrica lipopolisakkarit (LPS), vakuole edici sitotoksin A (VagA)
ve sitotoksin assosiye gen A (CagA) gibi birgok viriilans faktorlerine de sahiptir. Bu faktérler aracilig
ile patojenik etki gosterdigi bilinmektedir [14]. Kronik gastrit, peptik iilser ve gastrik kanserlerin baglica
etkeni olan Helicobacter pylori’nin oral-oral ve feka-oral yolla bulastig1 gosterilmistir [11].

Gastrik kanserler diinya genelinde kanser nedenli 6liimlerinde ikinci sirada yer almakta olup, her
yil yaklasik 1 milyon yeni tam ile ve gene yilda yaklasik 750.000 6liimlii vaka ile sonuglanmaktadir.
Gastrik kanserler ¢cok faktorlii bir hastalik olup risk faktorleri arasinda gevresel faktorler, genetik
faktorler ve patojen-konaker iliskisi yer almaktadir. Ayrica tiim bu paremetrelerin bir arada oldugu ¢oklu
faktorler de hastaliga yol acabilir. Gastrik kanserler Dogu Avrupa, Kuzey Amerika ve Asya gibi
gelismekte olan tilkelerde diinya genelindeki vakalarin 2/3 nii kapsamakta olup, bu vakalarin %42’sinin
Cin’de goriildiigi bildirilmistir. Gastrik kanserler, iilkemizde kadinlarda en sik goriilen 4. kanser tipidir;
erkeklerde ise en sik goriilen 5. kanser tipi olarak belirlenmistir. Ulkemizde kadinlarda kansere bagl
oliimler arasinda akciger, meme, lenf ve kan doku kanserlerini takiben gastrik kanserler 4.sirada yer
alirken; erkeklerde kansere bagli oliimler arasinda akciger kaserini takiben 2. sirada yer almaktadir.
Tiirkiye’de mide kanserinin erkeklerde insidans1 12,9/100000; kadinlarda ise 6,8/100,000’dir [6,15, 16].
Gastrik kanserlerin ve MALT lenfomalarin zemininde uzun sireli kronik gastrik inflamasyonun
yatmakta oldugu bilinmektedir. Gastrik kanser gastrit, atropik gastrit, intestinal metaplazi ve diplazi ve
sonrasinda diffiiz veya intestinal tip gastrik karsinoma seklinde bir seyir gosterebilmektedir [17].
Helicobacter pylori gastrik kolonizasyonu genel olarak asemptomatiktir. Helicobacter pylori’nin neden
oldugu gastrik mukoza hasarmnda dogrudan veya dolayli olarak pek ¢ok faktdr rol oynamaktadir.
Konagin inflamatuvar cevabi, lireaz ya da VacA gibi spesifik virulans faktorler gastrik epitelial
hiicrelerde hasara ve gastrik mukosal bariyerin bozulmasina neden olmaktadir. Helicobacter pylori

infeksiyonu sonucu gastrik karsinojenezin olusumuna yol agan etmenler Sekil 1°de gosterilmistir.
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Sekil 1. Helicobacter pylori infeksiyonu sonucu gastrik karsinojenezin olusumuna yol agan etmenler
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Helicobacter pylori’nin insanda kronik gastrit, peptik iilser ve adenokarsinoma gibi ¢esitli
patolojilere yol agma mekanizmalari ile ilgili uzun yillardir ¢ok sayida in vivo ve in vitro calisma
yapilmis ve pek ¢ok bulgu elde edilmistir [18]. Helicobacter pylori infeksiyonu ve adenokarsinoma
arasindaki neden-sonug iliskisini gdsteren pek ¢ok ¢alisma mevcuttur. Bu ¢alismalardan elde edilen
veriler Helicobacter pylori infeksiyonunun DNA hasarina ve mutasyona yol agmasinin yani sira DNA

onarimini da inhibe edebildigini gdstermistir [19].

Helicobacter pylori’nin gastrik karsinojenez gelisiminde yol actig1 epigenetik degisikliklerle ilgili
yapilan ¢calismalar

Helicobacter pylori infeksiyonu ile baslayan inflamatuvar siirece bakteriyel faktorlerle aktive
edilen notrofiller, makrofajlar ve gastrik epitelyal hiicreler tarafindan olusturulan ROT ve NOS’un eslik
etmesi sonucunda, 8-oksodeaoksiguanozin (8-0xodG)/8-hidroksideoksiguanozin (8-OHdG) gibi DNA
baz hasarlarmim olustugu gosterilmistir [20]. Helicobacter pylori’nin midedeki kolonizasyonu gastrik
mukozada direngli ve aktif inflamatuvar yanita neden olmakta ve inflamasyon iriinlerinin indiikledigi
ROT ve 8-OHdG birikimi de dahil olmak iizere, mutajenik DNA hasarlar1 gastrik karsinojenez
gelisimini tetiklemektedir [21]. Yapilan ¢alismalarda gastrik yiizeyle ve foveolar epitelyal hiicrelerle
dogrudan temasta olan Helicobacter pylori’nin bakteriyel iriinleri araciligiyla, hiicrenin molekiiler
dengesini ve hiicre i¢i molekiiler ¢evreyi dogrudan bozabildigi ve ayn1 zamanda bu siirecte olusan
antibakteriyel inflamatuvar yanitin aktive olmasiyla basta interlokin 8 (IL-8) olmak (zere sitokinlerin
de bu hasarda etkin rol oynadigi gosterilmistir [22]. Ayrica, Helicobacter pylori Urinlerinin hiicre

siklusunu da etkileyebilecegi belirlenmistir [23]. Helicobacter pylori’nin gastrik karsinojenez

gelisiminde etkili epigenetik etki mekanizmalar1 Sekil 2°de 6zetlenmistir.

DNA Histon
Metilasyonu Deasetilasyonu

Sekil 2. Helicobacter pylori’nin gastrik karsinojenez gelisiminde epigenetik etki mekanizmalari.
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Helicobacter pylori ile indiiklenen gastrik karsinojenez gelisiminde sirasiyla goriilen atropik
gastrit, intestinal plazi, displazi ve karsinoma seklinde gelisen mekanizmalar zincirinde Oncelikle
Ozellesmis pariyetal hiicrelerin kaybi, gastrik epitelyal prekiirsor hiicre maturasyonunda ve hiicre
migrasyonunda kritik rol oynayan hiicrelerarasi iletisimin bozulmasi ve hiicresel farklilagmalarda
meydana gelen degisimler ortaya ¢ikar. Takiben, Helicobacter pylori infeksiyonu ile tetiklenen
sitokinler, kemokinler, serbest radikaller (ROT ve RAT), prostaglandinler, biytime faktérleri ve matriks
metalloproteniazlarmin yanisira bakteriyel viriilans faktorleri ile karsinojenezin tetiklenmesine yardimci
olur. Gastrik kanser tipleri i¢inde intestinal tip adenogastrik karsinoma en yaygin tiirdiir. Gastrit,
progresif intestinal metaplazi, displazi ve sonunda gastrit kansere ilerleyen histopatolojik basamaklarla
ilerler [20]. Mongolian gerbiller ile yapilan bir ¢alismada Helicobacter pylori infeksiyonunun N-metil-
N-nitrozamin (MNU) ile indiiklenen mide karsinojenezini artirdigi, sadece MNU verilen ve MNU+
Helicobacter pylori ile infekte gruplarin karsilastirilmasi ile gosterilmistir. Uzun siire (62 ve 72 hafta
boyunca) Helicobacter pylori’ ile infekte olan gerbillerin 2/3’linde gastrik adenokarsinoma gelistigi
gozlenmistir. Yine benzer bir ¢calismada Helicobacter pylori ile 24 haftalik inokulasyonun ardindan
gerbillerde atropik gastrit, intestinal metaplazi ve sonunda da gastrik karsinojenez gelisimi seklinde ¢ok
adimh bir siirecin gelistigi gosterilmistir [24]. Bu basamaklar i¢inde prekanser6z basamak olarak
tamimlanan intestinal metaplazi (IM), gastrik mukozamn yerini intestinal epitelyum benzeri bir
morfolojik yapimin almasi ile dikkati cekmektedir. Helicobacter pylori’nin hem IM hem de gastrik
kanser olusumunda 6nemli etken oldugu bilinmektedir. Cogunlukla distal gastrik antruma kolonize olan
Helicobacter pylori’nin neden oldugu inflamasyon, hiicreler arasi baglantilarin bozulmasi ve gen
mutasyonlarina ek olarak ozellikle timdr supresor genlerde anormal DNA metilasyonuna da yol
acmaktadir. Major epigenetik degisimlerden biri olan DNA metilasyonu CpG diniikleotidi i¢ersindeki
sitozin halkasinin 5. karbonuna bir metil grubunun baglanmasiyla meydana gelmektedir. DNA
metilasyonu hiicrelerin normal gelisim siirecinde meydana gelmesine ragmen CpG adaciklarimin aberan
metilasyonu Kkarsinojenez stirecinde hicre blytmesini tetiklemektedir. Gastrik karsinojenezde DNA
aberan metilasyonu ¢ok sik gorilmekte olup, Helicobacter pylori ile gelisen kronik inflamasyonunun
gastrik epitelyal hiicrelerde aberan metilasyona yol agtigi bilinmektedir. Birgok in vitro ve in vivo
calisma sonucunda Helicobacter pylori infeksiyonunun gastrik karsinogenezis gelisimine neden
olabilen gen promotdr hipermetilasyonlarimi ve belirli spesifik gen metilasyonlarmi indiikledigi; aym
zamanda Helicobacter pylori infeksiyonu siddetinin DNA metilasyon seviyeleri ile korelasyon
gosterdigi tespit edilmistir [20, 25-27].

Xie ve ark. (2017)’nmin Helicobacter pylori infeksiyonu ile global DNA metilasyonu ve gastrin
hiicresi promotor genlerinin metilasyon seviyeleri arasindaki iligkinin belirlenmesi amaciyla yaptiklari
bir ¢aligmada, gastrik mukozal GES-1 hiicre serisi ve gastrik kanser SGC-7901 hiicre serisi ile
Helicobacter pylori NCTC 11637 CagA+ susu kullanilmugtir. GES-1 ve SGC-7901 hcrelerine
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pcDNA3.1::cagA ve pcDNA3.1:GFP ve negatif kontrol i¢cin de PCDNAS3.1/Zeo(-) transfeksiyonu
yapildiktan sonra bu hiicre gruplart Helicobacter pylori ile infekte edilerek meydana gelen gastrin
mRNA transkripsiyonu, global metilasyon ve gastrin metilasyonu analiz edilmistir. Yapilan analizler
sonucunda Helicobacter pylori CagA+ ile infekte GES-1 ve SGC-7901 hiicrelerinde genomik DNA
metilasyon seviyelerinin swrasiyla %49,4 ve %18,8 oranlarinda azaldigi, pcDNA3.1::cagA
transfeksiyonu yapilan GES-1 ve SGC-7901 hiicrelerinde genomik DNA seviyelerinin sirastyla %17,05
ve %25,6 oranlarinda azaldig1 tespit edilmistir. Buna ek olarak gastrin promotor bolgelerinde tespit
edilen 24 metilasyon alanlarindan 9 CpG alaninin metilasyon diizeylerinin de Helicobacter pylori
CagA+ ile infekte olan ve pcDNA3.1::CagA transfeksiyonu yapilan hiicrelerde kontrol hiicrelerine gore
onemli oranda azaldigi belirlenmistir. Bu sonuglara gore Helicobacter pylori CagA pozitif zincirlerinin
gastrik mukozal ve gastrik kanser hiicrelerinde genom metilasyonunda ve bazi CpG alanlarimin gastrin
promotor noktalarmin metilasyonunda azalmaya neden oldugu iddia edilmistir [26]. Ushijima ve
ark.(2006)’nin yaptiklart bir ¢alismada 11 Helicobacter pylori pozitif hastadan ve 11 Helicobacter
pylori negatif saglikli goniilliiden alinan biopsi 6rneklerinden elde edilen 48 gendeki CpG adaciklarinin
promotor bolgelerindeki metilasyon olusumlari incelenmistir. Her iki grupta 10 gende metilasyon
meydana gelmez iken, kalan 38 gende Helicobacter pylori pozitif olan grupta yaygin olarak metilasyon
meydana geldigi tespit edilmistir [28].

Helicobacter pylori infeksiyonunun neden oldugu gen metilasyonu ile ilgili bagka bir ¢alismada,
infeksiyonunun E-cadherin genine olan etkisi arastirtlmigtir. Bu ¢alismada 35 gastrik biopsi 6rneginden
8 normal mukoza, 21 intestinal metaplazi, 26 primer adenokarsinoma ve 32 metastatik lenf nodu DNA
ornegi calisilmistir. Ornekler metilasyona spesifik PCR analiz yonetimi ile degerlendirilmistir.
Helicobacter pylori pozitif hastalarinin %53’{inde E-cadherin metilasyonu tespit edilirken Helicobacter
pylori negatif olan hastalarinda %94 oraninda E-cadherin metilasyonu negatif olarak bulunmustur. Elde
edilen veriler sonucunda, intestinal metaplazisi (IM) olan, primer ya da metastatik kanserli hatta
metaplazisi ya da displazisi olmayan; ancak Helicobacter pylori pozitif olan hastalarda E-cadherin
metilasyonunun meydana geldigi tespit edilmis ve yapilan gesitli analizler sonucunda Helicobacter
pylori’nin E-cadherin metilasyonu i¢in en Onemli faktor oldugu disiiniilmistir. Bu veriler
dogrultusunda, Helicobacter pylori infeksiyonunun niikleer faktor kappa B (NF-«xB) ve siklooksijenaz
2 (COX-2) gibi inflamatuvar mediyatorler araciligiyla transkripsiyonal aktivasyonu indiikleyebilecegi
iddia edilmistir [28,29]. Gastrik karsinojenez gelisiminde Helicobacter pylori’nin viriilans faktorleri
(VagA ve CagA) tek baslarina etkindir; ayrica, Helicobacter pylori kronik infeksiyonunun tetikledigi
mediatorlerin de indiikte sitidin deaminaz (AID) aracigiyla NF-xB aberran ekspresyonunu tetiklerler.
Passenger genlerin CpG adaciklarinda olusan metilasyon ve Helicobacter pylori infeksiyonu arasindaki

iligki lizerine yapilan kantitatif metilasyon analizleri, gastrik mukozadaki yiiksek metilasyon seviyeleri
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ile Helicobacter pylori infeksiyonu arasinda baglanti oldugunu ve Helicobacter pylori’nin eredikasyonu
ile bu metilasyon diizeylerinin azaldigim gostermektedir [30].

Maekita ve ark. (2006) Helicobacter pylori ve DNA metilasyon diizeyleri arasindaki iliskinin
belirlenmesi amaciyla yaptiklar1 ¢alismada, Helicobacter pylori pozitif ve Helicobacter pylori negatif
sagliklt goniilliillerden aldiklar1 biopsi 6rneklerinde ¢oklu CpG adaciklarindaki ve bu alanlardaki
metilasyon diizeylerini 6l¢miislerdir. Ayrica, gastrik kanser gelisiminde aberran DNA metilasyonunun
bir risk olusturup olusturmadiginin belirlenmesi amaciyla da normal gastrik mukoza, gastrik kanserli
ancak nonkanseroz gastrik mukoza bdlgelerinden alinan biopsi drneklerininde metilasyon diizeylerini
belirlenmislerdir. Bu amagla, metilasyona direngli ancak susturucu gen olan pl16’mn promotér CpG
adaciklarinda 2 bolge ve metilasyona hassas ancak tiimor supresor gen ekspresyonu 6zelliginde olmayan
8 gen bolgesi [liyizil oksidaz (LOX), filamin (FLNc), HRAS benzeri stipresér (HRASLS), kalp ve noral
krest derivesi ekspresor 1 (HAND1), trombomodiilin (THBD) ve aktin iliskili protein 2/3 kompleks
subiinite 1B (p41ARC)] metilasyona 6zgii polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile analiz edilmistir.
Analizler sonucunda midenin corpus bolgesinden alinan biopsi 6rneklerinde Helicobacter pylori pozitif
olan grupta metilasyon seviyelerinin Helicobacter pylori negatif gruba gore, pl6 geninin CpG
adaciklarinda belirlenen bolgesinde yaklasik 303 kat; diger gen bdlgelerinde ise ortalama 17 kat yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Ayrica, midenin antrum bdlgesinden alinan biopsi drneklerinde p16 geninin
CpG adaciklarindaki ilgili bolgesindeki metilasyon diizeyllerinin 54 kat; diger gen bolgelerinde ise
ortalama 16 kat yiiksek oldugu tespit edilmistir. Elde edilen bu veriler dogrultusunda Helicobacter
pylori infeksiyonunun CpG adaciklarinin ilgili bolgelerinde degisen oranlarda metilasyonu indiikledigi
ve bununda gastrik karsinojenez gelisimine predispozan oldugu iddia edilmistir [32].

Huang ve ark. (2018)’min yakin zamanda yaptiklar bir ¢alismada Helicobacter pylori ile enfekte
gastrik epitelyum biopsi Orneklerinde IM gelisimine neden olan subklonal mutasyonlar ve DNA
metilasyon degisimleri gosterilmigtir. IM’li belirli 6rneklerde ¢ok sik olmamakla birlikte klonal
mutasyonlara da rastlanmigtir. Yapilan bu ¢alismada Helicobacter pylori ile enfekte normal gastrik
epitelyal hiicrelerde subklonal TP53 mutasyonlar1 ve fokal promotor hipermetilasyonlar tespit edilirken,
Helicobacter pylori ile infekte intestinal metaplazi 6rneklerinde klonal F-kutusu/WD tekrar iceren
protein 7 (FBXW?7) ve nadiren kromozom 8q amplifikasyonu [MYC protoonkogeni (MYC) dahil],
telomeraz kisalmasi ve fokal promotor hipermetilasyonlar tespit edilmistir [33]. Yao ve ark’nin
yaptiklar1 bir benzer bir ¢aligma ile Helicobacter pylori infeksiyonunun IM’den kanser olusumuna kadar
uzanan gastrik karsinojenez siirecinde hMHI1’de dahil olmak {izere cesitli genlerin promotor
bolgelerinin CpG adaciklarinda meydana gelen metilasyonda etkin rol oynadig1 belirtilmistir [34].

Helicobacter pylori infeksiyonunun DNA metilasyonuna neden olduguna dair gastrik biopsi
ornekleriyle yapilan ¢aligmalardan elde edilen veriler hayvan deneyleri ile de desteklenmistir. Niwa ve

ark. (2010)’min Mogol gerbillerle yaptiklari bir ¢aligmada, Helicobacter pylori infeksiyonu sonrasinda
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gastrik mukozada olusan aberan DNA metilasyonunun gegici ve kalici bilesenlerden olustugu ve bu
olusumlarin Helicobacter pylori bakterisinden ¢ok olusan infeksiyonla baglantili inflamatuvar yanittan
kaynaklandigi iddia edilmistir. Bu ¢alismada, deney gruplart olarak N-metil-N-nitrozire (MNU) ve N-
metil-N-nitroziire ile indiiklenmis mogol gerbil gastrik kanser hiicre serileri (MGC1 ve MGC2); gastrik
kanser olusturmak amaciyla icme suyu yoluyla MNU verilen ve sonrasinda da MNU ile inokiile edilen
erkek mogol gerbil grubu; Helicobacter pylori pozitif insan gastrik biyopsileri; Helicobacter pylori
negatif insan gastrik biopsi drnegi ve 14 gastrik kanser biopsi 6rnegi kullanilmistir. Tim Ornekler
kantitatif PCR ile degerlendirilmistir. Yapilan analizler sonucunda, gerbil gastrik kanser hiicre
serilerinin CpG adaciklarinda aberan metilasyon meydana geldigi ve Helicobacter pylori ile infekte
edilen grupta 10 adacik bolgesinin spesifik olarak metillendigi gosterilmistir. Maruziyet siiresinin
etkisinin arastirilmasi amaciyla artan inkiibasyon sirelerinde Helicobacter pylori ile infekte edilen
orneklerle yapilan analizlerde infeksiyonu takip eden 5. haftadan 10. haftaya kadar olan siirede
metilasyon diizeylerinin artmaya bagladigi ve 50. haftada en yiiksek diizeye ulastig1 tespit edilmistir.
Sonrasinda, Helicobacter pylori ile infekte gruba bakteriyel kolonizasyonu etkilemeyen bir
immiinsupresan olan siklosporin A verildiginde metilasyon diizeylerinin 10. ile 20. haftadan sonra
dikkat ¢ekici oranda diistiigii; ancak Helicobacter pylori ile enfekte olmayan gerbillerle kiyaslandiginda
daha yiiksek oranlarda metilasyonun goriildiigii belirlenmistir. Bu verilerin sonucunda Helicobacter
pylori’nin ciddi infeksiyona yol actigi ve bu infeksiyonun gastrik kanser riskini artiran metilasyon
diizeylerinde artisa ve birikime neden oldugu 6ne siirilmistiir [35].

Epigenetik degisikliklerden biri olan histon modifikasyonu kisaca niikleozomlar1 meydana
getiren histonlarda cesitli etkenlerle indiiklenen metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon, ubiquitinasyon
gibi degisimlerdir. Histon modifikasyonlar1 sonucunda olugan gen regiilasyonu, DNA onarimu ve hiicre
biliyiimesindeki degisimler dogumsal kusurlara yol agabilecegi gibi, yaslanmadan kanser gelisimine
kadar genis spekturumda etkilere neden olabilir [36]. Xia ve ark. (2008)’nin NCI-N87 ve primer gastrik
hiicrelerde yaptiklkar1 bir ¢alisma ile Helicobacter pylori’nin hiicre siklusunda gorevli p21WA™
proteininin ekspresyonunu upregiile ettigi; artan p21"WA"! ekspresyonunun ise gastrik kanser gelisiminde
etkin rol oynayan histon deasetilaz 1 (HDACI1)’in artigina ve histon 4 (H4)’{in hiperasetilasyonuna
neden oldugu gosterilmistir [37]. Fehri ve ark.’nin yaptiklar1 bir bagka calismada ise, gastrik epitelyal
hucrelerinde Helicobacter pylori’nin histon 3 (H3) fosforilasyonunu bakterinin tip IV salgi sistemi
(T4SS) viriilans faktdriine bagh olarak azalttig1 gosterilmistir. Bu ¢alismada gastrik mukoza hiicreleri
MOI100 dozunda Helicobacter pylori sitotoksin assosiye gen A (CagA) pozitif ve vakiiole edici toksin
A (VacA) pozitif ve mutant Helicobacter pylori (VacA negatif ve CagA negatif) suslar ile infekte
edilmistir. Uygulamalar sonrasinda hiicrelerdeki histon fosforilasyonu diizeyleri Western blot teknigi
ile degerlendirildiginde, CagA pozitif ve VacA pozitif Helicobacter pylori ile infekte hicrelerde

H3Ser10 fosforilasyonunda belirgin azalma tespit edilirken, mutant Helicobacter pylori suslari ile
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infekte edilen hiicrelerde H3Ser10 fosforilasyonunda herhangi bir azalma goriilmemistir [38]. Ding ve
ark. (2010)’nin yaptiklar1 benzer bir ¢alismada, AGS, fare fibroblast hiicreleri ve MKN45 hiicre serisi
kullamlarak 12 ile 144 saat arasi artan siirelerde Helicobacter pylori (CagA pozitif ve VacA pozitif) ve
mutant Helicobacter pylori suslariyla infekte edilmis ve sonrasinda drnekler Western blot ve PCR ile
degerlendirilmistir. Helicobacter pylori ile infekte AGS ve MKN45 hiicre gruplarinda ve biopsi
orneklerinde H3SeelO defosforilasyonunda maruziyet siiresine bagli olarak artis oldugu ve ayrica
Helicobacter pylori (CagA pozitif) ile infekte gruplarda en yiiksek artisin meydana geldigi tespit
edilmistir [39].

Helicobacter pylori karsinojenez gelisiminde konakg¢i hiicre kromatini modifikasyonu ile
ozellikle DNA onarimim etkileyebilmektedir. Yakin zamanda yapilan bir calismada, Santos ve ark.
(2018) Helicobacter pylori infeksiyonunun virulans faktorlerine de bagh olarak H3 ve H4 histon
hiperasetilasyonu ve promotor bdlgelerinin hipometilasyonu yoluyla serin/treonin protein kinaz (ATM)
regililasyonunda dolayisiyla DNA hasari1 onariminda epigenetik degisimlere yol actigi gosterilmistir. Bu
caligmada AGS ve HGC27 hiicre hatlarinin 4 saat boyunca Helicobacter pylori virulan tip (cagPAl
pozitif, VacA pozitif; slm1) ve Helicobacter pylori mutant tip suslari ile enfekte edilmesi sonucunda
meydana gelen epigenetik degisiklikler immunofloresans boyama ve molekiler metodlarla
gosterilmistir. Helicobacter pylori ile infeksiyonun neden oldugu genotoksik stres ile olusan DNA hasar
immiinofloresans metotla incelenmis ve hiicre ¢ekirdeklerinde 6zellikle viriilan Helicobacter pylori ile
enfekte hiicrelerde kontrol grubuna gore fosforile histon 2 varyanti1 X (y-H2AX) odaklarinda anlamli
oranda artis tespit edilmistir. Helicobacter pylori’nin indiikledigi DNA hasar1 ve ATM aktivasyonu
arasindaki iliskinin tespiti amaciyla, ATM mRNA diizeyleri kantitatif PCR ile 6l¢iildiiglinde ATM
mMRNA diizeylerinin virlilan Helicobacter pylori susu ile infekte AGS ve HGC27 hiicre gruplarinda artis
gosterdigi, infeksiyon sonucunda H3 ve H4 histonlarinda yiiksek oran oranda asetilasyon meydana
geldigi ve bunun sonucunda da ATM promotor bolgesinde ekspresyon artisi tesit edilmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda Helicobacter pylori’nin DNA ¢ift sarmal kiriklar1 (DSB)’nin olusumunu tetikledigi ve
ardindan DNA hasar yanit1 olarak ATM aktivasyonuna yol actig1 belirtilmistir [40].

Helicobacter pylori’nin gastrik karsinojenez gelisiminde yol actig1 genetik degisikliklerle ilgili
yapilan ¢calismalar

DNA’da goriilen en ciddi hasarlar DSB’ler olup; ¢cogunlukla ionize radyasyon, ultraviole 1ginlar
ve bazi kimyasal ajanlara maruziyet sonucunda meydana gelmektedir [41]. Helicobacter pylori
infeksiyonunun epitelyal ve mezengimal hiicrelerde DSB’lere yol acarak ATM, ataksi telenjiektazi ve
Rad3-ilsikili protein (ATR) ve kontrol noktast kinaz 2 (CHK2) hiicre siklusu kontrol poteinlerini ve

dolayisiyla y-H2AX birikimini tetikledigi; bu yolla gastrik karsinojenez gelisiminde en 6nemli etkenler
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olan genetik instabilite ve kromozomal aberasyonlara neden oldugu yapilan in vitro ve in vivo
caligmalarla gosterilmistir [9, 42, 43].

Cift sarmal kiriklarinin tespitinde en yaygin kullanilan biyogosterge y-H2AX kullanilan bir
belirtegtir ve y-H2Ax’in asir1 ekspresyonu gastrik kanserlerin gelisimi ve prognozu ile korelasyon
gostermekte olup, Helicobacter pylori’nin indiikledigi gastrik karsinojenezin baslangi¢ dénemlerinde
belirgin artis gostermektedir. Helicobacter pylori’nin indiikledigi gastrik karsinojenez gelisimi ile y-
H2AX ekspresyon diizeylerini arasindaki arasindaki iliskinin belirlenmesi amaciyla Xie ve ark.
(2014)’nin yaptiklar1 epidemiyolojik bir ¢alismada 56 kronik gastritli, 53 IM’li, 47 displazili ve 146
gastrik kanser olan (toplam Helicobacter pylori pozitif 312 hasta) alinan gastrik biopsi 6rneginde y-
H2AX ekspresyonu immiinohistokimyasal boyama ile ve Western blot ile incelenmistir.
Immiinohistokimyasal boyamalar sonucunda tiim gruplarda y-H2AX’in epitelyal hiicrelerin
cekirdeklerinde biriktigi ve bu birikimin kronik gastritten gastrik kansere dogru artis gosterdigi tespit
edilmistir. Yapilan yari-kantitatif analizlerde ise, normal gastrik biopsi 6rnekleriyle karsilastirildiginda
immunohistokimyasal bulgulara paralel olarak y-H2AX ekspresyonu kronik gastritte %48,2; IM’de
%73,5; displazide %89 ve gastrik kanserde ise %89,7 oranlarinda bulunmustur. Elde edilen veriler
dogrultusunda, y-H2AX ekspresyonundaki Helicobacter pylori infeksiyonunun kronik gastritten
displaziye kadar ilerleyen siiregle kolerasyon gosterdigi, gastrik kanserli hastaladan alinan biyopsilerde
gorilen y-H2AX ekspresyonunun kronik gastrite gore daha yiiksek oranda seyrettigi; ancak displaze
gore daha diisiik oranlarda seyrettigi ve bu durumun tiimér progresyonu sirasinda genomik instabilitenin

yeniden diizenlemesinden kaynaklanabilecegi iddia edilmigtir [43].
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Sekil 3. Helicobacter pylori’nin gastrik karsinojenez gelisiminde genetik etki mekanizmalari. DSB:
DNA c¢ift sarmal kiriklari; ATM/ATR: serin/treonin protein kinaz; y-H2AX: fosforile histon 2 varyant1 X
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Helicobacter pylori’nin genotoksik etkilerinden biri de DNA hasar1 onarim faktorlerine etki
ederek DNA hasarinda birikime yol agmasidir. Yapilan ¢alismalarla Helicobacter pylori’nin, DNA
hasar1 yanitinda gorevli proteinlerin ekspresyonuna etki ettigi ve ozellikle transkripsiyon alanlari ile
baglantili olan kromozom bélgelerinde bu DNA hasarlarinin lokalize olarak biriktirdigi gosterilmistir.
Koeppel ve ark. (2015)’nin yaptiklar1 ¢alisgmada Helicobacter pylori infeksiyonu sonrasinda insan
gastrik adenokarsinoma (AGS), MKN74 ve primer gastrik epitel hicrelerinde meydana gelen DNA
hasarlar1 ve DNA hasar1 yaniti DNA hasar1 yapan ¢esitli genotoksik ajanlarla (etoposit, hidroksil iire, y-
IR ve H,O; gibi) karsilastirilmali olarak incelenmistir. Bunun i¢in AGS hiicreleri sirasiyla, infeksiyon
¢oklugu 50 (MOI50) uygulanarak Helicobacter pylori CagA pozitif susu, 10 uM etoposit, 250 mM
H>0,, 10 Gy y-IR ve 10 uM hidroksi Ure ile 6 ve 18 saatlik stirelerde inkiibe edilerek Western blot
yontemi ile degerlendirilmistir. Farkli genotoksik ajan uygulanan tiim AGS gruplarinda DSB’leri
belirlemek igin y-H2AX indiiksiyonunda ve aynmi zamanda DNA hasari yaniti proteinlerinde artis
gorultrken Helicobacter pylori ile infekte edilen hiicrelerde y-H2AX indiiksiyonu ve DNA hasar yaniti
proteinlerinde azalma goériilmiistiir. Ayrica, Helicobacter pylori disindaki tiim mutajenlerde ATR ve
DSB onarim porteini MRE11A (MRE11) proteinlerinde fosforilasyon meydana gelirken, Helicobacter
pylori ile infekte hiicrerlerde bu aktivasyonun bloke oldugu belirlenmistir. Helicobacter pylori’nin aym
zamanda ATP interakte protein (ATRIP) nin fosforilasyonunu azalttigt ve MREI11 ile birlikte MRN
kompleksinin bir pargasimi olusturan nibrin kompleksi (NBS1/NBN)’nin diizeylerinde azalmaya yol
actig1 tespit edilmistir. Calismanin devaminda Helicobacter pylori ile enfekte edilen hiicrelere hidroksil
iire de uygulanmig ve birlikte uygulama ile olusan DNA hasar onarim proteinlerindeki azalmanin
hidroksil {irenin tek bagina gosterdigi etkiden daha giiclii oldugu bulunmustur. Yapilan analizlerde
Helicobacter pylori ve IR’nin olusturdugu maruziyet siirelerine bagli olarak olusan DNA hasari
karsilastirildiginda, AGS ve MKN74 hiicrelerin Helicobacter pylori ile 6 saatlik inkiibasyon siresi
sonunda olusan y-H2AX birikiminin 10 Gy y-IR ile 18 saatlik inkiibasyon sonucunda olusan y-H2AX
diizeylerinde oldugu bulunmustur. Helicobacter pylori infeksiyonu virulans faktorleri agisindan
karsilastirildiginda AGS hiicrelerinde CagA pozitif suslarinin DNA hasarinda ve DNA hasar1 onarim
yolaklarinin inhibe edilmesinde daha potent etkiye sahip oldugu belirlenmistir; Helicobacter pylori
infeksiyonunin aym zamanda MREI11 proteinin fosforilasyonuna spesifik etkilere sahip oldugu
bulunmustur. Ayrica CagA pozitif suslar ile daha baskin olmakla birlikte, tim Helicobacter pylori
suslarinda y-H2Ax indiiksiyonu ve DNA kiriklarinin birikimi Comet deneyi ile gosterilmistir. AGS ve
MKNT74 hucrelerinde Helicobacter pylori ile infeksiyon sonrasinda DNA kirik diizeylerinin maruziyet
siiresine bagli olarak arttigi; bununla beraber AGS hiicrelerinde maruziyetin ilk saatlerinde kirik
miktarinin hizla artip, 6- 18 saatlerde ise sabit bir diizeye ulastig1 belirlenmistir. Diger taraftan, MKN74
hiicrelerinde bu siirecin daha ge¢ gerceklestigi bulunmustur. Helicobacter pylori ile olusan DNA

kiriklarinin gogunlugunun DSB oldugu ve DNA hasarlarinin 6zellikle 8q kromozom bacaginda biriktigi
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belirlenmistir. Caliymada son olarak Helicobacter pylori infeksiyonunun DNA onarimina olan etkisi
transkripsiyonel acidan incelenmis ve DNA hasar1 cevabinda infeksiyon siiresine bagl olarak NBSI,
ATR, MLH1 ve TP53 genlerinin downregiile oldugu ve Helicobacter pylori infeksiyonunun DNA
hasarina yol agmasinin yani sira DNA onarim kapasitesinde de azalmaya neden olarak karsinojenez
gelisiminde etkili olabilecegi ifade edilmistir [45].

DNA onarim mekanizmalarindan biri olan baz ekzisyon onariminda (BER) apiirinik/aprimidinik
endoniikleaz enzimi anahtar rol oynamaktadir. Apiirink/apirimidik (AP) endoniikleaz 1 (APE-1) dkaryot
hiicrelerde bulunan ¢esitli DNA lezyonlarmin (oksidasyon, metilasyon, deaminasyon, depiirinasyon ve
hidroksilasyon gibi) onariminda ve BER yolaginida gorev alan bir endoniileazdir. Hiicre ¢ekirdegi ve
mitokondride lokalize olan APE-1 ekspresyonunun Helicobacter pylori infeksiyonu sonucunda azaldigi
gosterilmis; yanlis eslesme onarimi (MMR) ve BER’de gorevli genlerin downregiilasyonunun gastrik
kanserin baslamasinda en onemli mekanizmalardan biri olabilecegi belirtilmistir [46, 47]. Ding ve
ark.(2010)’min Kato III, NCI-N87 ve AGS hticre serileri ve Helicobacter pylori pozitif gastrik mukoza
biopsi Ornekleri ile yaptiklari ¢alismada, APE-1/redoks faktori 1 (Ref-1) protein ekspresyonunun
Helicobacter pylori negatif Orneklere gore anlamli derecede arttigi gosterilmis; APE/Ref-1
ekspresyonundaki bu artigin ve akiimiilasyonun Helicobacter pylori viriilans faktorlerinin yanisira
oksidatif stresin neden oldugu ve bu faktorlerin ve infeksiyonun H.O- asir1 artisin1 da tetikleyebilekleri
belirtilmistir [39].

Onemli bir baz hasart olan 8-OHdG, Helicobacter pylori infeksiyonu kaynakli ROT’un
indiikledigi baslica DNA modifikasyonlarindan biri olup, 8-OHdG birikimi ile Helicobacter pylori
kaynakl1 gastrit, gastrik atropi ve IM arasinda giiglii korelasyon bulunmaktadir. Ayrica Helicobacter
pylori, infeksiyon kaynakl serbest radikal artiginin indiiklemekte ve DNA hasar yanitinda gérevli DNA
onarim enzimlerin sentezlenmelerine etki etmektedir. Futagami ve ark.’nin (2008) MKN-28 ve AGS
hiicreleriyle yaptiklar1 ¢alismada, Helicobacter pylori infeksiyonunun oksidatif DNA hasarin bir
gostergesi olan 8-OHAG olusumunu ve APE-1 ekspresyonunu anlamli derecede arttirdigi gosterilmistir.
Bu ¢alismada Helicobacter pylori ile infekte insan periferal makrofaj hiicre dizisi, MKN-28 hiicre serisi;
11 Helicobacter pylori negatif birey, 17 Helicobacter pylori pozitif gastrit kanser hastasi ve 22 gastrik
adenoma hastasindan (11 Helicobacter pylori pozitif, 11 Helicobacter pylori negatif) biopsi drnegi
kullamilmigtir. Yapilan kantitatif PCR ve immiinohistokimyasal ¢aligmalarin sonucunda, Helicobacter
pylori’nin makrofaj ve MKN-28 hiicrelerinde APE-1 protein ekspresyonunu arttirdigi goriilmiistiir.
Gastrik biopsi ornekleri incelediginde ise, yine APE-1 ekspresyonunun Helicobacter pylori pozitif
orneklerde 6nemli derecede arttign ancak Helicobacter pylori eredikasyonu sonrasinda bu oramin
azaldig1 tespit edilmistir. Ayrica, DNA hasarinda fark olmamasina ragmen, Helicobacter pylori pozitif
ya da Helicobacter pylori negatif tim gastrik kanserli dokularda APE-1 ekspresyonunun Helicobacter

pylori pozitif gastrik adenoma Orneklerine gore daha az meydana geldigi goriilmiis; APE-1’in
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Helicobacter pylori kaynakli inflamatuvar ve non-neoplastik gastrik hastaliklarda 6nemli rol
oynayabilecegi ifade edilmistir [49].

Karsinojenez gelisiminde baglica onkogenlerin, biiylime faktorlerin ya da reseptorlerinin asiri
ekspresyonlari, mutasyon ya da allelerin kaybindan kaynaklanan tiimér supresor gen ekspresyonunda
zayiflama gibi molekiiler mekanizmalara ek olarak DNA yanls eslesmeleri ve DNA onarim
sistemindeki (6rnegin, MMR) eksikliklerden kaynaklanan mutasyon birikimleri de rol oynamaktadir.
MMR sistemi, baglica MutS ve MutL proteinleri olmak {izere 2 set proteinden olusur. MutS proteinleri
insan MutS onarim proteini homolog 2 (hMSH2), insan MutS onarim proteini homolog 3 (hMSH3) ve
insan MutS onarim proteini homolog 6 (hMSHG6) proteinlerinden olusurken, MutL proteinleri insan
MutL homolog protein 1 (hMLHZ1), Helicobacter pylori MS1, Helicobacter pylori MS2 ve insan MutL
homolog protein 3 (hMLH3) proteinlerinden olugsmustur. Yapilan ¢aligmalarda hMLH1 ve hMSH’nin
ana MMR proteinleri oldugunu ve bu proteinlerin eksikliginde MS2, MS1 ve insan MutL homolog
protein 6 (hMSH6) proteinlerinin stabilizasyonunun bozuldugu belirlenmistir. MMR proteinleri, MutS-
o (MSH2 ve MSH6) veya MutS-p kompleksi gerektirmektedir. MutS-a baz-baz yanlis eslesmelerini,
kiigiik insersiyonlar1 ve delesyon loplarini tanimlarken, MutS- kompleksi sadece kiiguk insersiyon ve
delesyon loplarmin tanimlanmasinda gorevlidir. Etkin MMR, MutS-o veya MutS-p kompleksi ile
gergeklesebilir. Mikrosatellit instabilitesi kanrsinojenez gelisiminde 6nemli basamaklardan biridir ve
gastrik kanserlerde, mikrosatellit instabilitesinin yaygin oldugunda genellikle hMLHI1 eksikligi
gorultrken, hMSH2 eksikligi nadirdir. Yapilan ¢alismalarla aktif Helicobacter pylori infeksiyonu olan
gastrik kanserli hastalarda mikrosatellit instabilitesinin yaygin oldugunu gosterilmis ve Helicobacter
pylori’nin gastrik karsinojenez gelisiminde MMR yolaginda tek basma etkili olabilecegi One
suriilmiistiir. Ayrica, Helicobacter pylori infeksiyonunun MMR proteinlerinden hMHS2 ve hMLH1
proteinleri lizerinde etkili oldugu ve ek olarak da diger MMR proteinlerinde azalmaya neden oldugu da
belirlenmistir [23, 50]. Mikrosatellit instabilitesi ile Helicobacter pylori infeksiyonu arasindaki iliskinin
belirlenmesi igin yapilan ¢caligmalarda, IM bolgelerindeki mikrosatellit instabilitesinin agir1 birikiminin
gastrik kanser gelisiminde Onemli etken oldugu ve yine IM hastalardan alinan gastrik biopsi
orneklerinde Helicobacter pylori infeksiyonunun oldukga yiiksek oranda pozitif oldugu bildirilmistir.
Leung ve ark. (2000)’mn yaptiklar1 bir ¢alismada, 75 IM’li hasta 6rneginden alinan (30 gastrik kanser,
26 peptik Ulser ve 19 kronik gastritli hasta olmak Uzere) gastrik biopsi drnekleri incelendiginde, bu
hastalarin %93,3’tinde Helicobacter pylori infeksiyonunun var oldugu bulunmustur. Ayrica, MMR’de
gorev alan proteinlerin ekspresyonlariin oksidatif stres varliginda gecici olarak baskilandigi, kronik
Helicobacter pylori infeksiyonunun neden oldugu oksidatif stresin de mikrosatellit instabilitesi pozitif
gastrik kanser gelisimine neden olabilecegi gosterilmistir. Bu ¢alismalar sonucunda mikrosatellit
instabilitesi olmayan tlimoérlerde Helicobacter pylori’nin yaygin olmadigi, mikrosatellit instabilitesi

pozitif timdrlerde Helicobacter pylori suslarinin daha viriilan oldugu ve Helicobacter pylori’'nin
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direngli suslariyla infekte bireylerin mikrosatellit instabilitesi gelisimine daha yatkin oldugu
belirtilmistir [50].

Park ve ark. (2005)’nin yaptiklar1 bir ¢alismada kronik Helicobacter pylori infeksiyonu olan
hastalarda ekspresyonlarinin diisiik oldugu durumlarda mikrosatellit instabilitesine yol agtig1 bilinen
hMLH1 ve hMLH2 proteinlerinin diizeyleri Helicobacter pylori ile infekte gastrit ve peptik tlserli 60
hastadan alinan biopsi 6rneklerinde immiinohistokimyasal tekniklerle hastaligin eredikasyon 6ncesi ve
sonrasi olmak {izere kargilagtirmali olarak incelenmistir. Helicobacter pylori eredikasyonu sonrasinda
bu proteinlerin ekspresyonlarinin anlamli derecede arttigi gosterilmistir [51]. Kim ve ark. (2002)’nin
yaptiklar1 bir ¢alismada ise, Helicobacter pylori ve Helicobacter pylori virllans faktérlerinin MMR
proteinleri tizerindeki etkisi arastirilmistir. Bu c¢aligmada c¢esitli hiicre serilerinde hiicre-bakteri
kokiiltiirleri yapilarak ve ayrica Helicobacter pylori’den elde edilen bakteri CagA virilans faktoriyle
hiicre hatlar1 inkiibe edilerek, MMR proteinlerinde meydana gelen degisimler incelenmistir. Caligmada,
Helicobacter pylori CagA virilans faktoriirtiniin de etkisinin arastirilmasi amaciyla CagA pozitif ve
CagA negatif olmak tizere 2 farkli bakteri zinciri kullanilmistir. AGS, KATO-3, NCL-N87, SNU, HCT-
116 ve Hela hiicre serileri 4, 12, 24 ve 48 saatlik stirelerde Helicobacter pylori suslar1 (CagA pozitif ve
CagA negatif) ile inkiibe edilirken, bakteri slispansiyonlarindan elde edilen bakteri fraksiyonlar1 da yine
ayni hiicre serileri ile 24 saat inkiibe edilmistir. Yapilan Western blot, RNA mikroarray hibridizasyonu,
PCR ve immiunositokimyasal boyamalar sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde,
Helicobacter pylori ile kokiiltiirii yapilan hiicrelerde MMR proteinlerinde 6nemli diizeyde azalma
oldugu, bakterinin baglica hMHS2 ve hMLH1 proteinlerini etkiledigi ve diger proteinlerdeki azalmanin
ikincil olarak gelistigi tespit edilmistir. Bakteri fraksiyonlari ile yapilan ¢aligmalarda da aymi sonuglar
elde edilmistir. Bu nedenle, Helicobacter pylori’nin MMR proteinleri {izerindeki etkisinin bakteriyel
triinler araciligi ile oldugu, dogrudan bakteriye temasin gerekmedigi, 6te yandan CagA pozitif ve CagA
negatif zincirleri arasinda MMR proteinleri agisindan fark olmadigindan dolayr CagA viriilans
faktoriiniin bu etkiye yol agmadigi, ancak Helicobacter pylori hiicre duvari yapisinda bulunan
liposakkaritlerin bu etkiye yol acabilecegi ifade edilmistir [24].

Helicobacter pylori’nin MMR onarimu {izerine yapilan bir bagka ¢aligmada ise, Helicobacter
pylori infeksiyonunun AGS hiicre serisinde, C57BL/6 farelerinde ve kronik gastritli hastalardan alinan
biopsi 6rneklerinde olas1 genotoksik etkileri PCR, Western blot ve SDS-Page gibi molekiler metotlarla
degerlendirilmistir. AGS hiicreleri, MOI100 uygulanarak Helicobacter pylori susu ile 24 saat ve MOI10
dozunda Helicobacter pylori uygulanarak 5 giin boyunca inkiibe edilirken; C57BL/6 fareleri 10° cfu/mL
olacak sekilde 3 hafta, 6 hafta ve 12 haftalik siire boyunca infekte edilmistir. Ayrica 99 hastadan alinan
Helicobacter pylori pozitif gastrit biopsi 6rnegi de degerlendirilmistir. Yapilan MMR gen ekspresyonu
dgerlendirilmelerinde, AGS hucrelerinde 24 saatlik inkiibasyonun sonunda kontrol grubuna gére MMR
proteinlerinin mRNA diizeylerinde (6zellikle MSH1 ve hMSH6) bir miktar diisiis meydana gelirken, bu
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diisiistin 5 giin boyunca inkiibe edilen hiicrelerde daha belirgin oldugu bulunmustur. C57BL/6
farelerinde MMR’de gorev alan genlerin ekspresyonlarinda infeksiyon sonrasi 3. haftada kontrol
grubuna gore azalma tespit edilirken, 12 hafta boyunca infekte edilen grupta herhangi azalma tespit
edilmemistir [45].

Helicobacter pylori virulans faktorleri ve neden oldugu DSB arasindaki iliskinin belirlenmesi
amactyla Toller ve ark. (2011)’nin yaptiklar1 in vitro calismada Helicobacter pylori’nin BabA adhezyon
viriilans faktoriine bagli olarak DSB’leri arttirdigi goriilmiistiir. Bu ¢alismada Helicobacter pylori
infeksiyonu ile olusan DNA hasarinin ATM bagimli 53BP1 ve MDCI1 olusumlarinda ve H2Ax
fosforilasyonunda artisa neden oldugu gosterilmistir [9]. Hanada ve ark. (2014)’nin yaptiklar1 in vivo
bir ¢alisma ise DSB’nin biyogostergeleri olan ATM ve y-H2AX’in Helicobacter pylori ile infekte olan
hastalardan alman gastrik biopsi Orneklerinde anlamli derecede artis gosterdigi bulunmus ve
Helicobacter pylori infeksiyonunun neden oldugu DNA DSB olusumuna bir cevap olarak artan ATM
indlksiyonunun kromozom aberasyonlarini 6nlemekte ya da azaltmakta etkili oldugu diistiniilmiistiir
[10].

p21ras birgok biiyiime faktorii tarafindan aktive edilebilen ve sinyal iletim yolaklarinda rol alan
GTPaz yapisinda kiigiik bir onkoproteindir ve pek ¢ok kanserin patogenezisinde rol oynar. Helicobacter
pyloriile baglantili kronik gastritin kansere doniisiimiinde goriilen KRAS mutasyonlariminda etki oldugu
diistiniilmektedir. Hiyama ve ark. (2002) 64 Helicobacter pylori pozitif kronik gastrit, 99 adet gastrik
kanserli Helicobacter pylori negatif ancak kronik gastritli ve gastrik kanserli hastadan ve 30 saglikli
goniillii den aldiklar1 gastrik biopsi Ornekleri ile yapilan calismada tiim gastrik kanserli hastalarin
%10’nunda; ayrica Helicobacter pylori pozitif gastrit kanserli hastalarin %48’inde KRAS mutasyonu
tespit etmislerdir. Arastirmacilar sonugta gastrik kanser gelisiminde Helicobacter pylori’nin KRAS
mutasyonlarina neden olan etkili bir faktor olabilecegini 6ne siirmiiglerdir [52].

Oldukga yaygin mutasyon tipi olan CpG niikleotidlerindeki GC—AT tranversiyonu diyetle alinan
N-nitrozaminlerden veya gastrik asidik ortamdaki nitratlardan kaynaklanabilecegi gibi, Helicobacter
pylori’nin neden oldugu akut ve kronik inflamasyondan da kaynaklanabilir. Bu mutasyon CpG
dindikleotidlerindeki 5-metilsitozinin deaminasyonunun sitozinin timine doniisiimiine neden oldugu
bilinmektedir [51]. Helicobacter pylori kaynakli GC—AT tranversiyonun 6zellikle p5S3 ve KRAS
genlerinde yaygin oldugu bildirilmistir [51, 53, 54]. Bu mutasyonlarda kronik inflamasyonun yani sira
Helicobacter pylori virllans faktorleri de dnemli etkiye sahiptir. Gastrik mukozada ciddi inflamasyona
neden olan ve karsinojenez gelisimini tetikleyen CagA pozitif Helicobacter pylori suslarinin, CagA
negatif suslara gore yaklasik 3,7 kat daha fazla p53 geninde mutasyonlara yol agtig1 ve bu mutasyonlarin
¢ogunlukla insersiyon/delesyon ve GC—AT tranversiyonu seklinde gortldigi gosterilmistir [53-55].
Transgenik fareler iizerinde yapilan ¢alismalarda Helicobacter pylori infeksiyonunun %72 oraninda baz

yanlis eslesmeleri ve %28 oraninda da kalip kaymasi mutasyonlarina neden oldugu gosterilmistir. Touati
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ve ark.’min (2003) yaptig1 bir caligmada Helicobacter pylori ile infekte edilen transgenik C57BL6 fareler
6 ve 12 hafta boyunca ayni zamanda yiiksek tuzlu/az tuzlu beslenme gruplarina da ayrilmig; bu siirelerin
sonunda dekapite edilerek elde edilen ornekler imminohistokimyasal yontemler ve PCR ile
incelenmistir. Yapilan incelemeler sonucunda Helicobacter pylori pozitif grupta makrofaj ve
monositlerde indiiklenebilir Nitrik oksit sentaz (iNOS) tiretiminde 6nemli derecede artis gorilmiistiir.
Tam zamanli PCR (RT-PCR) ile yapilan analizlerde INOS mRNA ekspresyonunda tuzlu diyetle
beslenen nonenfekte kontrol grubuna goére yaklasik 5 kat artig tespit edilmistir. Mutasyon tiplerinin
incelenmesi amaciyla mideden elde edilen cllI transgenleri PCR ile incelenmis ve 6 haftalik infeksiyon
sonrasinda Helicobacter pylori pozitif grupta kontrol grubuna gore 5 kat daha yuksek oranda mutasyon
meydana geldigi; GC— TA, AT— CG ve AT— TA transversiyonlariin c¢ogunlukta oldugu
goriilmiistiir. Diger taraftan, 12 haftalik infeksiyon sonucunda olusan mutasyon orani daha diistik olarak
tespit edilmis; bu durumun gastrik epitelyal sistemindeki hiicre ¢ogalmasi ile hiicre 6liimii arasindaki
denge sisteminden kaynaklanabilecegi ve hasara ugrayarak apoptoza giden hiicrelerin yerine hiicre
¢ogalmasiyla olusan yeni hiicrelerden dolay1 uzun siireli maruziyetteki mutasyon oraninin diistiigii 6ne
siirtilmiistiir [56].

Mitokondrial DNA (mtDNA)’da meydana gelen somatik mutasyonlar pek ¢ok kanser tipinin
gelisimiyle yakindan baglantili olup, Helicobacter pylori kaynakli gastrik kanserlerin gelisiminde de
etkili oldugu bildirilmistir. mtDNA’nin kompleks yeniden diizenlemeleri ve tek baz eslesmeleri birtakim
sporadik ve maternal genetik dejeneratif hastaliklarla ilgili olup pek ¢ok dokuya etki etmektedir.
mtDNA’da meydana gelen mutasyonlarin ¢ekirdek DNA’sindan 10 kat fazla oldugu bilinmektedir.
Bunun yan sira, yiikksek ROT seviyelerinin mtDNA onarim sistemini ¢ekirdek DNA onarim yolaklarina
gore gore daha az oranda etkiledigi bildirilmistir. Helicobacter pylori’nin ¢ekirdek DNA’sina ek olarak
mitokondrial DNA’da da genotoksik etki gosterdigine dair pek c¢ok in vitro ve in vivo caligma
yapilmustir. Yapilan bu ¢alismalarda Helicobacter pylori infeksiyonunun mtDNA’da mutasyonlara ve
mtDNA igeriginde azalmaya yol agmasina ek olarak, mtDNA onarim mekanizmalarini da zayiflattigini
ve 6zellikle mtDNA’daki D-loop ve elektron transport zincirini kodlayan genlerde mutasyona yol agarak
oksidatif fosforilasyonda da zayiflamaya neden oldugu bildirilmistir [45, 55]. Hiyama ve ark.’nin
(2003) yaptiklar1 bir caligmada, Helicobacter pylori’nin indiikledigi gastrik karsinojenez gelisiminde
mtDNA’da somatik mutasyonlar meydana geldigi tespit edilmistir. Bu calismada Helicobacter pylori
pozitif 73 gastrik kanserli hasta ve/veya 75 kronik gastritli hasta ve Helicobacter pylori negatif 30
saglikli goniilden alinan gastrik biopsi 6rnekleri mtDNA’da spesifik mononiikleotit tekrar1 olan D310
mutasyonu mikrosatellit analizleri ile arastirilmistir. Analizler sonucunda Helicobacter pylori pozitif
olan gastrik kanserli hastalarin %16’sinda ve kronik gastritli hastalarin %7’sinde mtDNA’da mutasyona
rastlamrken, Helicobacter pylori negatif kontrollerin hicbirinde mutasyon tespit edilmemistir.

Helicobacter pylori pozitif kronik gastritli ve gastrik kanserli hastalarda mtDNA mutasyonlar1 gastrik
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kanseri olmay1p sadece kronik gastriti olan Helicobacter pylori pozitif hastalara gore %12 daha ytksek
oranda iken Helicobacter pylori pozitif gastrik kanserli hastalarinin %66’sinda mtDNA mutasyonu
bulunmustur. Bu ¢aligmanin sonucunda, Helicobacter pylori’nin indukledigi gastrik karsinojenezin

erken safhalarinda mtDNA mutasyonlariin etkin rol oynayabilecegi ifade edilmistir [51].

SONUC VE TARTISMA

Son yillarda yapilan epidemiyolojik ¢aligmalar birgok bakteri tiiriiniin kronik infeksiyon ya da
urettikleri toksinler yoluyla hiicre siklusunun bozulmasina yol agtiklari bilinmektedir. Bakterilerin
viriilans faktorleri karsinojenik kimyasallara benzer sekilde hiicre siklusunda bozulmaya, hiicre
biiyiimesinde ve apoptozun gelisiminde degisimlere ve farkli tiplerde DNA hasarlarina neden olabilirler.
Kronik inflamasyonun etkilerine ek olarak patojen ajanlarin salgiladiklar1 genotoksik viriilan faktorleri
ve onkoproteinler araciligr ile de konakg¢inin hiicre genomunda mutasyona neden olabildikleri ve bu
proteinlerin aym1 zamanda DNA onarim mekanizmalarinda da degisimlere yol acabildikleri
bilinmektedir [5].

Diinya genelinde en yaygin infeksiyon hastaliklarindan biri olan ve diinya popiilasyonunun
yaklasik %40-50’sinin infekte oldugu Helicobacter pylori’nin gastrik kanser ve MALT lenfomaya
neden olduguna dair kesin bulgular olup, IARC tarafindan grup 1 Kkarsinojen olarak
smiflandirtlandirilmistir [4, 7].

Helicobacter pylori’nin neden oldugu karsinojenez, epigenetik ve genetik mekanizmalarin bir
arada isledigi kompleks bir siire¢ olup son yillarda bu konu ile ilgili ¢aligmalar yogunlagmistir.
Helicobacter pylori kronik infeksiyonunun ROT /RAT’in olusumunu indiikleyerek gastrik kanser
gelisimine neden olan oksidatif/nitrézatif DNA hasar1 olusumunda etkin rol oynadigi bildirilmigtir.
Gastrik inflamasyon siddetinin, konak¢imnin genetik 6zellikleri, immiin yaniti, diyeti ve pek¢ok ¢evresel
faktorlerle degisebildigi bilinmektedir. Ayrica, bakteriye 6zgii faktdrlerlerin de gastrik kanser gelisimde
etkili oldugu diistiniilmektedir. Helicobacter pylorinin virulans faktdrlerinden ve ROT olusumundan
bagimsiz olarak da genotoksik etkiye neden olduguna dair bulgular da mevcuttur. In vitro ve in vivo
birgok ¢alismadan elde edilen veriler, Helicobacter pylori infeksiyonunun DNA hasarina ve mutasyona
yol agtigim gostermistir; bakterinin bunlara ek olarak DNA onarimini da inhibe ettigine dair ¢aligmalar
mevcuttur [18, 25, 32, 47, 54].

Gastrik kanserlerde DNA aberan metilasyonu ¢ok sik goriilmekte olup, Helicobacter pylori
kronik inflamasyonunun gastrik epitelyal hiicrelerde aberan metilasyona yol a¢tig1 bilinmektedir. Bir¢ok
in vitro ve in vivo ¢alisma sonucunda Helicobacter pylori infeksiyonunun gastrik karsinojenez
gelisimine neden olabilen gen promotdr hipermetilasyonlarmi ve belirli spesifik gen metilasyonlarini
indiikledigi ve aym zamanda Helicobacter pylori infeksiyonu dizeylerinin DNA metilasyon duzeyleri

ile korelasyon gosterdigi tespit edilmistir [20, 25, 32, 54]. Ornegin; IM’li, primer ya da metastatik
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kanserli hatta metaplazisi ya da displazisi olmayan ancak Helicobacter pylori pozitif olan hastalarda E-
cadherin metilasyonunun meydana geldigi tespit edilmis; Helicobacter pylori infeksiyonunun NF-0OB
ve COX-2 gibi inflamatuvar mediyatorler araciligiyla transkripsiyonal aktivasyonu indiikleyebilecegi
ifade edilmistir [28]. Yapilan g¢aligmalar, Helicobacter pylori infeksiyonunun CpG adaciklarinin
bolgelerine gore degisen oranlarda metilasyonunu indiikledigi ve bunun da gastrik karsinojenezin
gelisimine predispozan oldugunu gostermektedir [32]. Helicobacter pylori’nin, DNA hasar yanitinda
gorevli proteinlerin ekspresyonlarini etkiledigi ve 6zellikle transkripsiyon alanlari ile baglantili olan
kromozom bdlgelerinde DN A hasarlariin lokalize olarak birikime yol agtigi ve ek olarak DNA onarim
kapasitesinde de azalmaya neden diisiiniilmektedir [25]. Helicobacter pylori infeksiyonu kaynakli
ROT’un indiikledigi baglica DNA modifikasyonlarindan biri de 8-OHdG birikimi olup, ROT olusumu
ile gastrit, gastrik atropi ve IM arasinda giiclii korelasyon bulunmaktadir [26].

Helicobacter pylori infeksiyonu, en ciddi DNA hasari olan DSB’yi de indiiklemektedir. Yapilan
cailsmalar, Helicobacter pylori’nin ATM, ATR ve CHK2 hiicre kontrol noktasi proteinlerinin
ekspresyonlarini etkiledigini; TH2AX birikimini tetikledigini ve bu etkilerle gastrik karsinojenez
gelisiminde en 6nemli etkenlerin basinda yer alan genetik instabilite ve kromozomal aberasyonlara
neden oldugu gosterilmistir. Bu ¢aligmalarda, y-H2Ax’in epitelyal hiicrelerin niikleusunda biriktigi ve
bu birikimin kronik gastritten gastrik kanserlere dek artan bie sekilde devam ettigi tespit edilmistir.
Olduk¢a yaygin mutasyon tipi olan CpG niikleotidlerindeki GC—AT tranversiyonu, CpG
dinikleotidlerindeki ~ 5-metilsitozinin ~ deaminasyonunun  sitozinin  timine  doniisiimiinden
kaynaklanmaktadir. Helicobacter pylori’nin neden oldugu GC—AT tranversiyonun 6zellikle p53 ve
Kras genlerinde yaygin oldugu diisliniilmektedir. Bu mutasyonlarda kronik inflamasyonun yani sira
Helicobacter pylori’nin viriilans faktorlerinin de onemli etkilere sahip olduklar1 ve de o&zellikle
CagA’nin bu tip etkilerinin olabilcegi belirtilmistir [26, 47].

Sonu¢ olarak, Helicobacter pylori’nin neden oldugu Kkarsinojenezin gelisiminde kronik
inflamasyonun neden oldugu oksidatif stres, bakteriyel viriilans faktorleri, konak¢iya bagl intrinsik ve
ekstrinsik faktorlerin bir biitiin olarak tetikledigi birgok farkli mekanizma rol oynamaktadir (Sekil 4).
Ancak, bu tiim mekanizmalar tam olarak anlagilmamus olup, daha fazla in vivo ve in vitro mekanistik

caligmalara gereksinim duyulmaktadir.
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i 0 resel itokinleri
tuketimi,N-
iyet
i

Helicobacter viriilans

Genetik Degisimler; DSB olusumu, Baz Hasarlar:
Epigenetik Degisimler; Histon Modifikasyonlari, DNA metilasyonlari

DNA hasar1 ve onarim
mekanizmalarindaki degisimler

Sekil 4. Helicobacter pylori’nin yol agtig1 gastrik karsinogenez gelisimininde etkili olan tim
mekanizmalar [7, 12, 19].
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