ULusLARARAST HEMATOLOJI-ONKOLON DERGIST B INONBWAN Suta gy International Journal of Hematology and Oncology

Helicobacter Pylori ile Enfekte Vakalarda

Clarithromycin+Amoxicillin Tedavisinin

Oksidatif DNA Hasan Uzerine Etkisi
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OZET

Epidemiyolojik calismalar helicobacter pylori ile enfekte kisilerde gastrik kanser olusumunun enfekte olmayan
kisilere gore daha yiiksek oldugu gostermekte, bu durumdan helicobacter pylori-aracili oksidatif DNA hasarinin
sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Helicobacter pylori ile enfekte vakalarda clarithromycin+amoxicillin tedavisinin
oksidatif DNA hasari lizerine etkisini incelemek amaciyla iki haftalik clarithromycin (1 g/giin)+amoxicillin (1g/giin)
tedavisi oncesi ve sonrasinda DNA hasart DNA zincir kiriklart ve formamidoprimidin DNA glikozilaz (fpg)-duyarl:
bolgeler bazinda belirlendi. Comet yontemi ile Olgiilen fpg-duyarli bolgelerin sikliginin tedavi sonrasinda azaldigi
(P<0.001) ancak DNA zincir kiriklar1 sikhigmin degismedigi saptandi. fpg-duyarli bolgelerin siklifinin yagla pozitif
korelasyon gosterdigi belirlendi (r: 0.59; P<0.05). Bulgular helicobacter pylori ile enfekte kisilerde clarithromycin
+amoxicillin tedavisinin oksidatif DNA hasarin1 azaltmak yoluyla helicobacter pylori-aracili mide kanseri olusum
riskini azaltabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Helicobacter pylori, oksidatif stres, comet yontemi, DNA zincir kiriklart, fpg-duyarl: bolgeler

ABSTRACT

The Effect of Clarithromycin+amoxicillin Treatment on Oxidative DNA Damage in
Helicobacter Pylori Infected Cases

Epidemiological studies revealed increased gastric cancer risk in helicobacter pylori-infected cases and Helicobacter
pylori-mediated oxidative DNA damage is suggested as responsible factor. In order to examine the effect of clar-
ithromycin+amoxicillin treatment on oxidative DNA damage in helicobacter pylori-infected cases, DNA damage in
the basis of frequency of DNA strand breaks and formamidopyrimidine DNA glycosylase (fpg)-sensitive sites were
determined before and after two weeks of treatment with clarithromycin (1 g/day) and amoxicillin (1 g/day). The fre-
quency of fpg-sensitive sites determined by the comet assay was found to be decreased after the treatment (p<0.001)
but frequency of DNA strand breaks was unchanged. Frequency of fpg-sensitive sites was found to be positively cor-
related with age (r: 0.59; p<0.05). Our data suggested that treatment of helicobacter pylori by clarithromycin +amox-
icillin may prevent the helicobacter pylori-mediated gastric cancer risk by decreasing oxidative DNA damage in heli-
cobacter pylori infected patients.

Key Words: Helicobacter pylori, oxidative stress, comet assay, DNA strand breaks, fpg-sensitive sites
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GIRIS

Diinya saglik orgiitii tarafindan birinci sinif karsino-
jen olarak kabul edilen (1) helicobacter pylori gast-
rit ve peptik iilser patogenezinde énemli rol oyna-
maktadir. Helicobacter pylori ile enfekte vakalarin
cogunlugu asemptomatik olmakla birlikte, kiigiik
bir boliimiinde kademeli olarak atrofik gastrit, in-
testinal metaplazi ve gastrik karsinom ortaya ¢ik-
maktadir (2). Helicobacter pylori ile enfekte kisiler-
de gastrik kanser olusumunun enfekte olmayan ki-
silere gore yaklagik dort kat daha yiiksek oldugu
bildirilmistir (3). Bu durumdan inflamasyon nede-
niyle artmig oksidatif stresin sorumlu oldugu diisii-
niilmektedir. Kronik inflamasyonda notrofil ve
makrofajlarda respiratuar patlama sirasinda cok
miktarda oksijen ve nitrojen radikalleri olugsmakta
ve bunlar DNA ile etkileserek kansere yol agabilen
zincir kiriklari, nokta mutasyonlari ve kromozom
anormalileri gibi genetik degisikliklere neden ola-
bilmektedir. Radikallerin DNA ile etkilesimi sonu-
cu en fazla miktarda olusan ve en mutajenik DNA
hasar1 8-hidroksideoksiguanozindir (8-OHdG). 8-
OHJG, hidroksil radikalinin DNA bazlarindan gu-
aninin 8. karbonunu oksitlemesi ile olusur. 8-
OHdG, DNA replikasyonu sirasinda sitozin yerine
adeninle esleserek G:C — T:A mutasyonuna neden
olur (4). DNA iizerindeki 8-OHdG bilesikleri, 8-
oksoguanin glikozilazlar tarafindan kesilerek uzak-
lagtirilir. Onarimin yetersiz oldugu kosullarda hasar
kalict hale gelir. Bu baz degisimi mutasyona ugra-
mig protoonkogenler ve tiimor baskilayici genlerde
siklikla goriilmektedir (5).

Comet assay (tek hiicre jel elektroforezi) DNA zin-
cir kiriklart sikligmi gosteren hizli, kolay ve duyarl
bir yontemdir. {1k olarak 1989 yilinda Singh ve ark.
(6) tarafindan gelistirilen yontem daha sonra c¢esitli
modifikasyonlarla genotoksisite ve apoptoz arastir-
malarinda siklikla kullanilir hale gelmistir. 8-
OHdG’ne spesifik bakteriyal bir endoniikleaz olan
formamidoprimidin DNA glikozilaz (fpg) kullani-
larak, bu hasarin bulundugu bélgelerde ilave kirik-
lar olusturmak yoluyla DNA {izerindeki 8-OHdG
kalintilarinin siklig1 comet assay ile belirlenebilmek-
te ve oksidatif DNA hasarmin bir gostergesi olarak
degerlendirilmektedir (7). Bu ¢alismada helicobac-
ter pylori ile enfekte vakalarda 2 haftalik clarith-
romycin+amoxicillin tedavisinin DNA zincir kirik-
lar1 ve fpg-duyarl bolgelerin siklig1 tizerine etkisi-
nin belirlenmesi amaclanmigtir.
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HASTALAR VE YONTEM

Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Genel Cerrahi Anabilim
Dal1 Endoskopi Unitesinde alman biyopsi 6rnekle-
rinde helicobacter pylori (+) bulunan 19 vaka calis-
ma kapsamina alindi. Yas ortalamasi 39+13 olan va-
kalarin 11’1 kadin 8’i erkekti. Calismaya alinan va-
kalarin beslenme ve yasam tarzlari benzer olup, hi¢
biri sigara, vitamin ve oksidan/antioksidan sistemle
etkilesebilecek ila¢ kullanmiyordu. Son bir ay icin-
de herhangi bir antibiotik kullanmamiglardi. Hi¢ bi-
rinin diyabet, ateroskleroz ya da malign bir hastali-
&1 yoktu. Karaciger, bobrek ve tiroid fonksiyonlari
normaldi. 3 ml heparinli kan 6rnegi alindiktan son-
ra hastalara iki hafta siire ile clarithromycin (1
g/day) and amoxicillin (1 g/day) verildi. Tedavi so-
nunda vakalardan tekrar kan 6rnekleri alindi.

Tek hiicre jel elektroforezi ile DNA zincir kiriklari
ve fpg-duyarh bolgelerin sikliginin belirlenmesi (6)

Diisiik erime noktal1 agar jel ile kaplanmig mikros-
kop lami iizerine heparinize kan yayilarak iizeri
ikinci bir agar tabakas: ile kaplandi. Lam yiiksek
konsantrasyonda tuz iceren lizis ¢cozeltisine daldiri-
larak cekirdek materyali diginda tiim hiicre icerigi-
nin par¢alanmasi saglandi. Daha sonra pH’1 8 olan
tampon ile yikanarak hiicresel artiklar uzaklagtirildi.
Lam iizerinde geriye kalan ¢ift sarmal DNA kuv-
vetli alkali ortamda (pH >11) bekletilerek, zincir ki-
riklarmim bulundugu bolgelerde cift sarmal yapinin
acilmasi saglandi. Alkali ortamda elektroforez uy-
gulandiktan sonra pH nétralize edildi ve etidyum
bromidle boyanan materyal floresan mikroskobun-
da incelendi.

Elektroforezde anoda dogru siiriiklenen DNA bir
kuyruklu yildiz goriintiisii verir. DNA'nin saglam
kismi yildizin basini, kirik zincirler ise kuyrugunu
olusturur. Floreasan mikroskobunda verdikleri go-
rlintiiye gore DNA’lar hasar bakiminda 5 kategoriye
ayrilir. Calismada her vaka ic¢in iki ayr1 lam hazir-
land1. Her bir lam iizerinde 100 adet DNA incelene-
rek, iki lamdan elde edilen sayimlarin ortalamasi
alind1 ve her bir kategoride yer alan DNA sayis1 sap-
tanarak zincir kiriklart sikligi, kuyruk kisminda bulu-
nan % DNA’y1 gosteren arbitrary iinite (au) olarak
ifade edildi. Oksidatif DNA hasarmi gosteren fpg-
duyarli bolgelerin sikligini 6lgmek igin, lizis isle-
minden sonra DNA bakteriyal bir enzim olan fpg
ile 37°C’de 1 saat inkiibe edildi. fpg ile inkiibe edil-
mis lamda bulunan zincir kiriklart sikligindan fpg ile
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inkiibe edilmemis lamda bulunan zincir kiriklari
siklig1 cikartilarak, oksidatif baz hasarim net mikta-
11 bulundu.

Elde edilen sonuglar ortalama + standard sapma
olarak ifade edildi. Tedavi Oncesi ve sonrasina ait
bulgularin istatistiksel olarak degerlendirilmesi
non-parametrik Wilcoxon testi ile yapildi. p<0.05
istatistik olarak anlamli kabul edildi. Korelasyon
analizinde Spearman korelasyon katsayis1 kullanil-
du.

SONUCLAR

Helicobacter pylori ile enfekte vakalarda iki hafta
clarithromycin+amoxicillin tedavisi oncesi ve son-
rasinda belirlenen DNA zincir kiriklar sikli1 ve ok-
sidatif DNA hasariin gostergesi olan fpg-duyarlt
bolgelerin sikligi Tablo 1’de verilmistir. Tedavi son-
rasinda DNA zincir kiriklar sikliginda anlamli bir
degisim belirlenmedi. Buna karsilik fpg-duyarli
bolgelerin sikliginin tedavi sonrasinda anlamli bir
sekilde azaldig1r (p<0.001), tedavi Oncesinde fpg-
duyarh bolgelerin sikliginin yas ile korele oldugu
saptandi (r: 0.59; p<0.05).

TARTISMA

Son yillarda yapilan ¢alismalar gastrik enflamatuar
hastaliklarda oksidatif hasarin arttigimni ortaya koy-
makta (8-10), p53 gibi tiimor baskilayici genlerde
oksidatif DNA hasart birikiminin gastrik tiimor olu-
sumunda 6nemli rol oynayabilecegini gostermekte-
dir (11). Gerek DNA iizerindeki 8-OHdG kalintila-
rinin direkt 6l¢limii (12-14), gerekse DNA zincir ki-
riklart ve fpg-duyarli bolgelerin belirlenmesiyle ya-
pilan caligmalarda (15-18) helicobacter pylori ile
enfekte gastrik mukozada DNA hasarinin enfekte
olmayan normal mukozadakinden daha yiiksek ol-
dugu saptanmistir. Laderia ve ark. (16) helicobacter
pylori (+) gastritli hastalarda yaptiklar1 arasgtirmada
comet yontemi ile dl¢iilen DNA hasarimin gastritin
yogunlugu ile direkt iligkili oldugunu ve DNA ha-
sarinin 50 yag {iistii vakalarda genglere gore daha
yiiksek bulundugunu belirlemislerdir. Yine ayni
arastirmacilar helicobacter pylori ile enfekte kisi-
lerde DNA hasarinin sadece gastrik mukozada yiik-
sek olmay1p, ayn1 zamanda periferal 16kositlerde de
enfekte olmayan kisilerdekine gore daha yiiksek ol-
dugunu bildirmislerdir (17).
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Normal olarak, eger helicobacter pylori enfeksiyo-
nu oksidadif DNA hasarim arttirtyorsa helicobacter
pylori eradikasyonu sonrasinda DNA hasarinin
azalmasi beklenir. Genig tutulumlu gastritli hasta-
lardan helicobacter pylori ile enfekte olanlarda ant-
ral mokozada 8-OHdG diizeyinin enfekte olmayan
gastritli hastalardakine gore daha yiiksek oldugu,
helicobacter pylori eradikasyonu sonrasinda hem
antral mukozada 8-OHdG diizeyinin hem de gastrik
sivi mutajenitesinin azaldigi belirlenmistir (13).
Benzer olarak Hahm ve ark. (14) helicobacter pylo-
ri ile enfekte hastalarda helicobacter pylori eradi-
kasyonu sonrasinda gastrik mukozadan alinan bi-
yopsi orneklerinde 8-OHdG diizeyinin tedavi once-
sindekine gore azaldigini bildirmislerdir. Ancak tam
tersi sonuglar ortaya koyan caligmalar da mevcut-
tur. Everett ve ark.(15) helicobacter pylori ile en-
fekte kisilerde antral biyopsi Orneklerinden izole
edilen epitelyal hiicrelerdeki DNA hasarini aragtir-
diklar1 ¢calismada, normal mukozadaki DNA hasari-
nin gastritli bolgedekinden daha yiiksek oldugunu
ve 6 haftalik eradikasyondan sonra alinan 6rnekler-
de gastritli bolgede DNA hasarinin arttigini fakat yi-
ne de normal mukozadakinden daha diisiik diizey-
de oldugunu belirlemis ve helicobacter pylori ile
enfekte gastrik epitel hiicrelerindeki diisik DNA
hasarinin gastritte artmis hiicre doniistimiinden kay-
naklanabilecegini ileri siirmiislerdir. Yine benzer
olarak, Farinati ve ark. (12) helicobacter pylori ile
enfekte vakalarda antruma ait biyopsi drneklerinde
helicobacter pylori eradikasyonu sonrasinda 8-
OHJdG diizeyinin arttigini saptamig ve eradikasyo-
nun olugsmus hasar1 azaltmadig1 sonucuna varmis-
lardir. Bir baska grup arastirmaci ise helicobacter
pylori ile enfekte ¢ocuklarda eradikasyon dncesi ve
sonrasinda idrar 8-OHdG diizeyinde anlamli bir de-
gisiklik olmadigini bildirmiglerdir (19).

Calismamizda elde edilen bulgular iki haftalik cla-
rithromycin+amoxicillin tedavisinin baz oksidas-
yonunu azalttigr ancak DNA zincir kiriklar iizerine
bir etkisi olmadigini gostermektedir. DNA iizerinde
zincir kiriklart olusumu sadece oksidatif strese bag-
It olmay1p, UV, radyasyon ve DNA hasarlarinin ona-
rimu sirasinda da gecici olarak ortaya ¢ikabilmekte-
dir (20). Oysa 8-OHdG kalintilari sadece oksijen ve
nitrojen radikalleri tarafindan olusturulur. 8-OHdG
kalintilarinin clarithromycin +amoxicillin tedavisi
sonrasinda azalmasi bu vakalarda oksidatif stresin
azaldigin1 gostermekte, antibiyotik tedavisinin sade-
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Tablo 1. Helicobacter pylori ile enfekte hastalarda tedavi dncesi ve sonrasi

DNA hasar parametreleri

Tedavi Oncesi

Tedavi sonrasi
(n=19)

DNA zincir kiriklar 99+22
siklig1 (au)

fpg-duyarl bolgeler 159+ 28
siklig1 (au)

101+ 24

135+ 21%*

#p<0.001

ce helicobacter pylori ile iliskili gastrit ve peptik til-
serin tedavisinde degil olas1 malignitelerin de 6n-
lenmesinde etkili olabilecegini diistindiirmektedir.
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