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OZET

Helicobacter pylori VacA (vacuolating cytotoxin A) ve CagA (cytotoxin associated gene A) proteinle-
ri, bakterinin viriilans faktorleri arasinda yer almaktadir. Ozellikle CagA geni tastyan H.pylori suslarinin
gastrik adenokarsinom gelisiminde potansiyel risk faktori oldugu belirtiimektedir. Bu calismada, mide
kanseri tanisi almis hastalarda ve malignansisi olmayan kontrol grubunda cesitli H.pylori antijenlerine kar-
s1 6zgul antikorlarin saptanmasinda Western Blot (WB) yonteminin degerlendirilmesi amaclanmistir. Ca-
lismaya, kanserli 99 hasta (94 adenokarsinom, 2 adenoskuamoz hiicreli karsinom, 3 non-Hodgkin lenfo-
ma) ile kontrol olarak bulanti, kusma, ishal, reglrjitasyon ve karin agrisi gibi epigastrik sikayetleri olan
150 olgu alinmistir. Hasta (yas ortalamasi: 56.7 + 1.2 yil; 62'si erkek) ve kontrol (yas ortalamasi: 24.2 +
1.3 yil; 64’U erkek) gruplarindaki tim olgularda ELISA yontemiyle H.pylori 1IgG pozitifligi mevcuttur.
H.pylori CagA, VacA, OMP-67 (outer membrane protein), treaz A, lireaz B, flajellin ve HSP (heat shock
protein) antijenlerine karsi antikor varligi, ticari bir test (RIDA Blot Helicobacter; R-Biopharm GmbH, Al-
manya) kullanilarak arastinlmistir. Calismamizda, ilging olarak hasta ve kontrol bireylerin hicbirisinde an-
ti-VacA porzitifligi saptanmamis; CagA, OMP, iireaz A, Ureaz B, flajellin ve HSP’ye 6zglil antikor pozitiflik
oranlarl hasta grubunda sirasiyla; %78, %54, %37, %60, %53 ve %82; kontrollerde ise sirasiyla %85,
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%71, %55, %43, %61 ve %75 olarak tespit edilmistir. Hasta ve kontrol gruplari arasinda CagA, HSP ve
flajellin antikorlarinin pozitiflik oranlar istatistiksel olarak anlamli bir fark géstermezken (p> 0.05); anti-
OMP67, anti-lireaz A ve anti-lUreaz B pozitiflik oranlar arasinda anlamli bir fark saptanmistir (p< 0.01).
Sonug olarak, H.pylori antijenlerine karsi olusan 6zgll antikorlarin saptanmasi ve ayirt edilmesinde WB te-
melli bu testin, 6zellikle vacA antikorlarini saptama acisindan Uretici firma tarafindan bir kez daha deger-
lendirilmesinin gerekli oldugu kanaatine varilmis ve H.pylori'nin viriilansini ve enfeksiyonun prognozunu
belirlemede 6nemi olan faktorlerin aydinlatiimasinda daha ileri molekdiler ve klinik calismalara gereksinim
oldugu distintdlmustdr.

Anahtar sozciikler: Mide kanseri, Helicobacter pylori, cagA, vacA, Western Blot.

ABSTRACT

Helicobacter pylori proteins CagA (cytotoxin-associated gene A) and VacA (vacuolating cytotoxin A)
are among the virulence factors of this species. CagA gene carrying H.pylori strains are particularly asso-
ciated with gastric adenocarsinoma. This study was conducted to evaluate Western Blot (WB) method
to determine specific H.pylori antibodies in a group of patients with gastric cancer and in a control gro-
up with no malignancy. A total of 99 patients with gastric cancer (94 adenocarcinoma, 2 adenosqu-
amous cell carcinoma, 3 non-Hodgkin lymphoma) and 150 control cases with epigastric complaints
such as nausea, vomiting, diarrhea, gastroesophageal reflux and abdominal pain, were included to the
study. H.pylori IgG-ELISA was positive in all study (mean age: 56.7 + 1.2 years, 62 male) and control
(mean age: 24.2 + 1.3 years, 64 male) patients. Specific antibodies against CagA, VacA, OMP (outer
membrane protein)-67, urease-A, urease-B, HSP (heat shock protein) and flagellin antigens determined
by a commercial WB-based kit (RIDA Blot Helicobacter, R-Biopharm GmbH, Germany). Interestingly, no
anti-VacA positivity was detected in none of the patient and control groups. The positivity rates for
H.pylori CagA, OMP-67, urease A, urease-B, flagellin and HSP specific antibodies were as 78%, 54%,
37%, 60%, 53% and 82% in the gastric cancer group and 85%, 71%, 55%, 43%, 61% and 75% in
the control group, respectively. There was no statistically significant difference (p> 0.05) between gast-
ric carcinoma and control groups in terms of CagA, HSP and flagellin antibodies (p> 0.05). On the ot-
her hand, a statistically significant difference was found between the 2 groups in terms of urease-A, ure-
ase-B and OMP-67 (p< 0.01). These results suggested that this test should be assessed again by the ma-
nufacturer for its detection power directed towards specific H.pylori antibodies, especially for Vac-A.
Further molecular and clinical studies are necessary to determine the factors that affect H.pylori virulen-
ce and disease prognosis.

Key words: Gastric carsinoma, Helicobacter pylori, cagA, vacA, Western Blot.

GIRis

Helicobacter pylori enfeksiyonlar ozellikle gelismekte olan (lkelerde 6nemli bir saglk
sorunu olusturmaktadir'. Bu bakterinin mide kanseri ve MALT (mukoza ile iliskili lenfoid
doku) lenfomasi ile iligkili oldugunun dugstintlmesine karsin, H.pylori ile enfekte olan ki-
silerin cok azinda mide kanseri gelismektedir. Bu durum, H.pylori enfeksiyonunun pato-
genezi, konagin genetik ve immuin yeterlilik durumu ve cevresel faktorler arasindaki ilis-
kiye baglanmaktadir®3,

VacA (vacuolating cytotoxin A) ve CagA (cytotoxin associated gene A), H.pylori'nin
patogenezinde rol oynayan énemli proteinlerdir. 87 kDa molekul agirhginda potent bir
sitotoksin olan ve hiicre ici vakuolizasyonu indukleyen VacA proteini, hemen biitiin
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H.pylori enfeksiyonlarinda saptanmasina karsin, sadece bazi enfeksiyonlarda aktivite gos-
terir®. VacA geninin, H.pylori'nin hedef hiicrelere saldirma kabiliyetini artiran bir protein
kodladigi, ancak patogenezde énemli bir role sahip olmayan mutant gen oldugu goste-
rilmistir. Giiniimiizde bu genin gercek bir viriilans faktérii olup olmadigina dair tartis-
malar halen devam etmektedir. 120-140 kDa molekul agirigindaki bir proteini kodlayan
CagA geni ise H.pylori suslarinin %60-70’inde bulunmaktadir®. CagA proteini, mide ade-
nokarsinomunun gelismesine yol acan baslica viriilans faktori olup, bu genin varliginda
atrofik gastrit ve mide karsinomu gelisme oraninin arttigi bildirilmektedir®. H.pylori'de
cagA ve vacA genleri disinda, cagPAl (cag pathogenicity island), dis membran proteini,
flajellin, adezin, notrofil aktivasyon proteini (NAP), porinler, lipopolisakkarit, i1s1 sok pro-
teini, Ureaz A ve B gibi faktorler de bulunmakta ve bunlar genellikle inflamatuvar olay-
larda gérev almaktadirlar®.

Bu calismada, mide kanseri tanisi almis hasta grubu ile epigastrik sikayetleri olan kont-
rol grubunda H.pylori CagA, VacA, OMP (outer membrane protein), Ureaz A, lireaz B,
flajellin ve HSP (heat shock protein) antijenlerine karsi antikor varhiginin Western Blot
(WB) yontemiyle arastirilmasi ve testin degerlendirilmesi amaclanmistir.

GEREC ve YONTEM

Calismaya, mide kanseri tanisi alan ve bu nedenle tedavi gormekte olan 99 hasta ile
kontrol olarak cesitli kliniklerden laboratuvarimiza H.pylori IgG taramasi icin gonderilen
150 olguya ait serum ornekleri dahil edildi. Patolojik olarak hastalarin 94 (%95)u ade-
nokarsinom (23’0 intestinal, 5'i difliz, 66'si siniflandirilamayan tip), 2 (%2)’si adenosku-
amoz hucreli karsinom ve 3 (%3)'l non-Hodgkin lenfoma tanisi almisti. Bulanti, kusma,
ishal, regtirjitasyon ve karin agrisi gibi epigastrik sikayetler ile bagvuran kontrol grubun-
daki olgularin hicbirisinde ise malignansi yoktu. Hasta ve kontrol gruplarindaki tim ol-
gularda ELISA yontemiyle H.pylori IgG pozitifligi mevcuttu.

Serum orneklerinde H.pylori CagA, VacA, OMP-67, lreaz A, Ureaz B, flajellin ve HSP an-
tijenlerine karsi antikor varhg, ticari bir WB yontemiyle (RIDA Blot Helicobacter; RBiop-
harm GmbH, Darmstadt, Almanya) uretici firmanin onerileri dogrultusunda arastirildi.
Her calismaya kit icerigindeki pozitif ve negatif kontrol serumlar da dahil edildi ve sonucg-
lar firma tarafindan saglanan standart kontrol bantlarina gore degerlendirildi (Sekil 1).

Yontemde kisaca; molekuler agirliklarina gore elektroforetik olarak elde edilen H.pylo-
ri antijenlerini iceren nitroseliiloz seritler hasta serumlariyla birlikte 1 saat inkiibe edildi.
Daha sonra yikama ile 6zgul olmayan antikorlar uzaklastirildi ve peroksidaz ile isaretli an-
ti-insan 1gG konjugati ile 45 dakika ikinci inkiibasyon gerceklestirildi. Yikama islemi ve
substrat (tetramethylbenzidine) reaksiyonundan (5-15 dakika) sonra H.pylori antijenleri-
ne karsi antikor varliginda seritlerin Gizerinde olusan koyu renkli bantlar degerlendirildi®.
Degerlendirmede, uretici firma tarafindan onerilen “bant puanlama sistemi” kullanildi
ve toplam puanin > 12 olmasi halinde sonug pozitif olarak kabul edildi (www.r-biop-
harm.com; L2313-_2323_Helicobacter 05-06-27_GB_final[1].pdf).

istatistiksel analiz icin Z testi kullanild.
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Sekil 1. WB temelli yontemde kullanilan H.pylori antijenleri ve molekdil adirliklari. CagA: 120 kDa; VacA: 87
kDa; OMP67: 67 kDa; iireaz B: 62 kDa; “heat shock protein”: 58 kDa; flajellin: 54 kDa; tireaz A: 29 kDa.

BULGULAR

Calismaya alinan hasta ve kontrol gruplarinin demografik ozellikleri ile farkh H.pylori
antijenlerine karsi saptanan antikor pozitiflik oranlari Tablo 1'de gdsterilmistir.

Hastalarin %78 (77/99)'inde H.pylori CagA antikor pozitifligi saptanmis; bu oran ade-
nokarsinomlu hastalar icin %74.7 (18 intestinal, 4 difiiz ve 52 tiplendirilemeyen adeno-
karsinomlu hasta), adenokarsinom disindaki tipler (adenoskuaméz ve non-Hodgkin len-
foma) icin %3 (n= 3) olarak bulunmustur.

Hasta ve kontrol bireylerin hicbirisinde anti-VacA pozitifligi saptanmamis, gruplar ara-
sinda CagA, HSP ve flajellin antikor pozitiflik oranlari arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark bulunmamistir (p> 0.05). Buna karsin, anti-OMP67, anti-lireaz A ve anti-lreaz B
pozitiflik oranlarinin hasta ve kontrol gruplar arasinda anlamli bir fark gosterdigi izlen-
mistir (p< 0.01) (Tablo I).
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Tablo I. Calisma Gruplarinin Demografik Ozellikleri ve Farkli Helicobacter pylori Antijenlerine Karsi Antikor
Pozitiflik Oranlari

Hasta grubu (n= 99) Kontrol grubu (n= 150) Z degeri
Cinsiyet (K/E) 37/62 86/64
Yas araligi 15-83 yil 1 ay-69 yil
Yas ortalamasi 56.7 £ 1.2 yil 242 £ 13 yil
Anti-CagA pozitif (%) 78 85 1.35
Anti-VacA pozitif (%) 0 0 -
Anti-OMP67 pozitif (%) 54 71 2.75*
Anti-Ureaz A pozitif (%) 37 55 2.73*
Anti-treaz B pozitif (%) 60 43 2.66*
Anti-HSP pozitif (%) 82 75 1.36
Anti-flajellin pozitif (%) 53 61 1.27

* p< 0.01 (istatistiksel olarak anlamlr).

TARTISMA

H.pylori enfeksiyonlarinin prognozu, bakterinin viriilansi, konagin genetik yapisi (mi-
de sivisinin asidite, mukus ve tampon icerigi vb.) ve kisisel/cevresel faktorler (diyet, ye-
mek aliskanliklari, alkolizm, oral hijyen, su hijyeni, kisisel hijyen, kirsal veya kalabalik ya-
sam, hayvan temasi vb.) tarafindan karmasik bir sekilde yénlendirilmektedir®. Bakterinin
virilansinin 6nemli oranda CagA geni varligina bagh oldugu bilinmekte ise de, bazi aras-
tirncilar duodenal Ulserli ve lsersiz hastalar, Ulsersiz dispepsili hastalar ve mide kanserli
ya da MALT lenfomali hastalar arasinda CagA prevalansi acisindan anlaml bir farkin ol-
madigini rapor etmektedir’'°. Buna karsin bazi calismalarda da, CagA pozitif H.pylori
suslarinin mide kanseri gelisme riskini nemli derecede artirdigi ileri stiriilmektedir' 7.

Sunulan calismada, gastrik kanserli hastalar ile sadece epigastrik sikayetleri olan kont-
rol olgularda, bakterinin virtilans faktoru olabilecek bazi antijenlerine karsi antikor varli-
g1 WB yontemi ile arastinlmistir. Calismaya alinan tim bireyler H.pylori ELISA-IgG anti-
korlar pozitif olgulardir. Calismamizda, hasta ve kontrol gruplari arasinda CagA, HSP ve
flajellin antikorlarinin pozitiflik oranlari istatistiksel olarak anlamli bir fark gostermezken
(p> 0.05); anti-OMP67, anti-Ureaz A ve anti-lireaz B pozitiflik oranlari arasinda anlamli
bir fark saptanmistir (p< 0.01) (Tablo ). Buna karsin hasta ve kontrol bireylerin hicbiri-
sinde anti-VacA pozitifliginin tespit edilememis olmasi dikkat ¢ekici bulunmustur. Her ne
kadar uretici firmanin prospektisiinde, VacA bandinin ¢ok zayif reaksiyon verdigi, nadi-
ren gorilebilecedi ve sadece CagA bandi ile birlikte saptanabilecegdi belirtiimisse de, bu
durum, bu testin VacA antikorlarini saptamada yetersiz kaldigini ya da bir degerlendirme
hatasi oldugunu distindirmustur. Zira 87 kDa’luk VacA bandinin, hemen lzerinde bulu-
nan 90 kDa’luk 6zguil olmayan bir bant ile yakin komsulugu, yanhs okumalara neden ola-
bilir (Sekil 1). Bununla birlikte bu yéntemin kullanildiyi bazi ¢calismalarda® '8 VacA pozitif-
ligi, CagA pozitifligi ile benzer oranda bulunmustur.
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laquinto ve arkadaslari’, H.pylori'nin bir diger antijeni olan HSP’ye karsi antikor pozi-
tiflik oranini duodenal Ulserli hastalarda %36.7 ve llseri olmayan dispepsili olgularda
%52.5 olarak saptamislar; buna karsin mide kanseri olan hastalarda %78.6 gibi oldukca
yuksek bir oran bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda ise anti-HSP pozitifligi, kanserli hasta-
lar (%82) ile kontrol grubu (%75) arasinda anlamli bir fark gostermemistir (p> 0.05).

Bilindigi gibi, H.pylori enfeksiyonlarinin tanisinda invazif olan (kultir, histopatoloji,
hizl Ureaz testi, polimeraz zincir reaksiyonu) ve olmayan (serolojik testler, tire nefes tes-
ti) ydntemler kullaniimaktadir. Ozellikle 45 yagin altindaki hafif-orta siddette dispeptik
yakinmalari olan olgularda tarama amaciyla invazif olmayan testlerin kullanilmasi oneril-
mekte ve bu testler icinde de ELISA yontemi, hasta serumunda H.pylori IgG antikorlari-
nin saptanmasi icin tercih edilmektedir'®. WB y&ntemi ise, gerek ELISA ile alinan pozitif
sonuglarin dogrulanmasinda gerekse bakterinin major proteinlerine (6rn. CagA, VacA
vb.) karsi olusan antikor tiplerinin ayirt edilmesinde kullaniimaktadir'®. Ancak bu yénte-
min, yiiksek 6zgiilligiine karsin bazi sinirlamalari vardir. Ornegdin; WB testinde tek bir
sustan elde edilen antijenler kullaniimakta ve boylece protein cesitliliginde sinirflamalar
olusmaktadir. Dolayisiyla farkli H.pylori suglarinin farkli antijenlerine karsi olusan antikor-
lar, bu testte kullanilan antijenleri taniyamamaktadir. Yontemin bir diger sinirlamasi, li-
neer yapidaki antijenik epitoplarin kullanilmasidir. Ornegin; Escherichia coli’de rekombi-
nant teknigiyle uretilip WB testinde kullanilan VacA antijeni, hastalarda olusan antikorlar
tarafindan saptanamayabilmektedir; zira bircok protein li¢ boyutlu yapisi ile taninir. Ben-
zer olarak WB yontemi ile, bakteri tarafindan az miktarlarda tretilen ya da serumda di-
stik miktarlarda bulunan proteinlere (6rn. treaz enzimi) karsi antikorlarin tespit edilme-
si de miimkiin olmamaktadir'®. Nitekim calismamizda da, H.pylori suslarinin timaniin
iireaz enzimi Grettiginin bilinmesine?® ragmen, anti-tireaz A ve anti-ireaz B pozitifligi si-
rasiyla hastalarda %37 ve %60, kontrollerde ise %55 ve %43 olarak saptanmistir.

WB testi, maliyetinin yliksek, uygulamanin emek-yogun olmasi nedeniyle cok sayida
ornegin calisilmasini gerektiren taramalarda tercih edilmemektedir. Bunun yani sira kali-
tatif sonu¢ vermesi de tedavinin izleminde kullanilmasini sinirlamaktadir. Ancak bu yon-
temin, CagA antikorlarinin tespitinin klinik 6neme sahip oldugu durumlarda (peptik dl-
ser, gastrik karsinoma), hastanin CagA geni pozitif bir susla enfekte oldugunun belirlen-
mesi acisindan deger tasidigi ifade edilmektedir'®2'22, Oysa bizim calismamizda, hasta
(%78) ve kontrol (%85) gruplari arasinda anti-cagA pozitiflik oranlari acisindan anlamli
bir fark saptanmamistir (p> 0.05) (Tablo I). Calismamizin en énemli sinirflamasi, ¢alisma
gruplarinda antikor pozitifliginin saptandigi proteinleri kodlayan gen varliginin moleku-
ler yontemlerle arastirlamamis olmasidir. Bu nedenle gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark saptanan anti-OMP67, anti-lireaz A ve anti-treaz B pozitiflik oranlarinin yo-
rumlanmasi mimkin olmamustir.

Sonug olarak calismamizda, H.pylori'nin cesitli antijenlerine karsi olusan 6zgul antikor-
larin saptanmasi ve ayirt edilmesinde WB temelli bu testin, ozellikle VacA antikorlarini
saptama agisindan uretici firma tarafindan bir kez daha degerlendirilmesinin gerekli ol-
dugu dusiinalmistir. H.pylori'nin virtlansini ve enfeksiyonun prognozunu belirlemede
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onemi olan bakteriye ve konaga ait faktorlerin anlasilabilmesi icin ise daha ileri moleki-
ler ve klinik calismalara gereksinim vardir.
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