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Summary

Helicobacterpylori gastrit ve duodenum ulserinin en 6ne
sebebidir. Bunun yaninddelicobacterpylori ve dier baz
Helicobactertiirlerine mide du dokularda da ralstnmaktadii
Karacier kanseri ve primer biliyer sirozhgicssitli karaciger
hastaliklarinda daHelicobacter turlerinin rolli olabilecgine
dair calgmalar yayinlanmnstir.
Amag: Bu ¢alsmada csitli karaciger hastaliklarinda karag
dokusundaHelicobacter pylori ve diger Helicobacter
turlerinin varlginin aragtiriimasi planlannstir.

Materyal ve Metod: Farkli etyolojilere sahip kronik karaigr
hastalarindagne biyopsisi ile elde edilen karger bi-
yopsilerinde PCR ydntemi ilédelicobacter pylori'nin
Ureaz genini veHelicobacter tlrlerinin 16S ribozom
DNA'sinI hedefleyen amplifikasyonlar yapilgtir.

Bulgular: Kirkbesi kriptojenik karacger hastafil, 30'u kranik
HBV infeksiyoru, 21'i kronik HCV infeksiyonu, 17"
alkole b&l olmayan karag@er yalanmasi, 15'i prime
biliyer siroz, 12'si alkol dyi steatohepatit tanisi alan, ¢
diger karacger hastaliklarina sahip 185 hasta sadec
“otoimmiln  hepatit+primer  biliyer siroz  oxlap
sendromu” tanisi alan birinde kargeide Helicobacter
16S ribozomal DNA'sina rastlangtr. Ureaz ge
amplifikasyonu tim hastalarda negatif bulugtoun

Sonug: Kronik karacger hastaliklarinda karaggr dokusunc
Helicobacter tirlerine ait genetik elemanlara eastl
mamis, bu nedenle kronik karg@r hastaliklarini
etyolojisinde Helicobacter turleriyle olwan infeksi-
yonunun bir rolii olmagh distinulmistar.

Anahtar Kelimeler: Helicobacter PCR, Karagier dokusu,
Kronik karger hastalii
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Helicobacterpylori is the major etiologic agent in gastritis
duodenal ulcerHelicobacterpylori and some otheHelico-
bacterspecies have been found in extragastric tisssieged
Some reports suggested a relation between Helieobetc-
tion and various liver diseases, such as liver earend pir
mary biliary cirrhosis.
Aim: to investigate the genetic elements ldélicobacte
pylori and otherHelicobacterspecies in livettissues ¢
the patients with various liver diseases by PCR.

Materials and Methods: a part of the urease genehbélico-
bacter pylori, and 16S ribosomal DNA dflelicobacte
species were determined from the liver tissuesatiépt:
with chronic liver disease by PCR.

Results: 185 patients with various liver disease (45 hag-cr
togenic liver disease, 30 had chronic HBV infectiat
HCV infection, 17 steatosis hepatis, 15 primaryaly
cirrhosis and 12 had nonalcoholic steatohepatitis, 4!
other liver dseases) were included in the study. Or
patient with PBC and autoimmune hepatitis overlap sy
drome hadHelicobacterl6S ribosomal DNA in her liv
tissue. None of the patients was found to be pesft
the PCR oH. pylori urease gene.

Conclusions: In this study, genetic elements of Helicobe
species were not detected in the liver tissuehefph-
tients with chronic liver diseases. These resuitgeste
that Helicobacterinfections in the liver have almost
role in the pathogenesis of chrotiger diseases in o
population.

Key Words: Helicobacter, PCR, Liver tissue,
Chronic liver disease
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Kronik karacger hastaliklarinin énemli bir

aciklanamayan Bka bir infeksiyonun var olup

kisminda etyoloji agiklanamamaktadir. Ayni etke- olmadgl sorulagelmitir.  Helicobacter pylori
ne b&li hastaliklarin farkli seyir gostermesinde de infeksiyonunun cgtli hastaliklarla ilgkisi uzun
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zamandir incelenmektedir. Bunlaringgomidedeki
infeksiyonun sistemik etkilerine panmstir. An-
cak son zamanlarda g#i Helicobacterttrlerinin
karacgerde inflamasyona yol acabifili hatta
karacger kanserleri ile birlikte bulunabilgii iddia
edilmektedir. Avenaud ve arkadiar bagka bir
etkene bglanamayan primer karamr kanserli 8
hastanin tamamindBelicobacter cinslerinin 16S
ribozomal RNA (rRNA) sekanslarina rastlgtar-
dir (1). Ayni calymada kansersiz kargeirde sekiz
olgunun birindeHelicobactersaptannstir. Nilsson
ve arkadglari ise primer sklerozan kolanjit ve
primer biliyer siroz (PBS) tanisi algn20 hastanin
9'undaHelicobactercinslerine rastlamlardir (2).
Ayni argtirmaci grubu kolanjiokanserli hastalarin
%71'inde, hepatoselliler kanserlilerin %75'inde
karacger dokusundaHelicobacter cinslerine ait
16S rDNA saptamglardir (3). Bunun yaninda
Tanaka ve arkadmri PBS ile Helicobacter
infeksiyonlar1 arasinda gki olmadgini gosteren
bulgular elde etnglerdir (4). Karacger ve safra
yollari hastaliklari ile hepatobiliyer sistemi tnta
Helicobacterinfeksiyonlari arasindaki gki birbi-
rini tutmayan yayinlar nedeniyle heniz agil
kavilsmamstir.

Bu calsmada klingimizde takip edilen ggtli
karacger hastaliklarinda karagrde Helicobacter
turlerinin varlg! argtiriimistir.

Materyal ve Metod

Haziran 2000-Mart 2001 tarihleri arasinda,
hepatoloji poliklingine bgvuran ve karager bi-
yopsisi yapilan, d#sik etyolojilere sahip kronik
karacger hastalarinin kargggr dokularinda PCR
amplifikasyonu ile Helicobacter cinsine ait 16S
ribozomal RNA'y1 kodlayan DNA (16s rDNA) ve
Helicobacter pylori'ye ait Ureaz geninin vag
arggtinldi. Etyolojisi bilinmeyen ve primer biliyer
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ciger biyopsi bulgularina dayanilarak konuldu.
Viral serolojik marker'lar mikro ELISA yontemiyle
calisildi (Abbott Laboratories, North Chicago, IL,
ABD). Serum HBV DNA dizeyi sivi hibridizas-
yon yontemi (Digene; Murex, Gaithersburg, MD,
ABD) ile tayin edildi. Serumda HCV RNA vagi
Cobas-Amplicor (Roche Diagnostics, Baséd;
vigre) yontemiyle argirildi.

Otoantikorlar immun floresan ydntemle
(IMMCO Diagnostics, NY, ABD) argrildi.
Otoimmuiin hepatit tanisi 1992 yilinda yapilan ulus-
lararas! fikir birlgi toplantisi ol¢ltlerine uygun
olarak kondu (5). Primer biliyer siroz tanisi skea
etken saptanamayan, ERCP normal, AMA pozitif,
histopatolojisi aksini desteklemeyen kolestatik
karacger hastalarina kondu (6). Gunlik alkol tiike-
timi en az bir yil boyunca giunde 80 grami gecen ve
baska etyolojik bir ajan tesbit edilmeyen kronik
karacger hastalar alkolik karager hastalii tanisi
aldilar . Alkol 6ykusu ve bga bir karacier hasta-
g1 sebebi olmayan ve karger biyopsisinde y&
lanma veya steatohepatit tanisi alan hastal&t ya
karacger hastaliklari olarak isimlendirildiler (7).

Hastalarin  tamami  seruloplazmin,al-
antitripsin diizeyi, ferritin, serum demiri ve demir
baglama kapasiteleri yoniinden ginaldi. Gerekti-
ginde Kayser Fleischer halkasi, idrar bakiri tayinle
ri yapildi.

Biyokimyasal testleri, rutin  biyokimya
laboratuvarinda Technicon QAX48 (Technicon
Instruments, Saskatoon, Kanada) otoanalizori ile
calisildi.

Karacier histopatolojik incelemeleri Patoloji
Bilim Dal laboratuvarlarinda hematoksilen-eozin
boyamasi ve gerekinde immunohistokimyasal
boyamalar yapilarak incelendi.

Karaciger biyopsi 6rnginde PCR ile 16s

siroz (PBS) on tanilh butin hastalardan alinan bi-rDNA tayini: 1.4 mm c¢apli Menghinignesi ile

yopsilerin calgiimasi sglanmstir. Diger hastalik

alinan biyopsi orneklerinden 1 cm'lik bir kismi

gruplarindaki hastalarin bir kismindan herhangi bir alinarak tayin zamanina kadar 80°C'de saklandi.

secicilik olmaksizin ikinci bir biyopsi alinarak
calisma icin saklanmgtir.

Hastalarin primer hastaliklari, standart tani birakildi.

kriterlerine uygun olarak kondu. Viral hepatitlerin
tanisi viral seroloji ve virolojik cadmalar ve kara-
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DNA ekstraksiyonu (1): Doku 6rnekleri derin
dondurucudan alinip oda sicgkhda ¢oziinmeye
Ardindan homojenize edilerek 0.5
mg/mL proteinaz K igeren 15@L tampon ¢ozeltisi
(20 mM Tris-HCI, pH 8, 0 ve %0, 50 oraninda

71



Ulus Salih AKARCA ve Ark. KRONK KARACIGER HASTALIKLARINDA KARAC IGERDE HELICOBACTER TURLERNIN ARASTIRILMASI

Tween 20) ile 56°'de 1 saat inkiibe edildi. Ornekler2.5 inite Taq polimeraz, ve her iki eksternal
10 dakika kaynatilarak proteinaz K denatire edildi primerden (H3 :5-GCCAATGGTAAATTAGTTCC-
ve 8000 g'de 10 dakika santrif(j edilip supernatan3’; H4 :5'-TTACTCCTTAATTGTTTTTAC-3") 10
alkolle presipite edilerek kalip DNA olarak PCR pmol olan 50uL ¢ozelti kullanildi. Ug dakika
islemi icin saklandi. 94°C'lik denatiirasyondan sonra 1 dakika 94°C, 1
16s rDNA igin PCR glemi (1): 10 L kalip dakika 50°C, 1 dakika 70°C den meydana gelen

DNA alinarak bilsiminde 50 mM KCI, 50 mM dongulerden 35 dongu ile PCR yapildi. Son olarak
TrisHCI, 15 mM MgCI2, 25 mM her’bir dnTp  70°Cde 5 dakikalik uzatma uygulandkinci ba-
(dATP ,dTTP dCTP ,dGTP) 25 (nite Taq samak PCR igin birinci basamak PCR urlininden
polimeraz (Fermentas, Litvanya), ve her iki 10 pL alinip birinci basamaktakiyle aygartlarda

. . res PCR vyapildi. Burada ¢h primerler yerine ig
primerden 10 pmol bulunan 5@ c¢6zelti olwtu- ) ,
ruldu. Primerler HS1: 5-AACGATGAAGCTTC Primerler (HS :S-TTCTTTGAAGTGAATAGA

TAGCTTGCTAG-3, HS2: 5-GTGCTTATTCG TGC-3'; H6 :5'-ATAGTTGTCATCGCTTTTAGC-

TTAGATACCGTCAT-5' idi. PCR jlemi 94°C'de 3) kullanildi. PCR Urinunden 36 alinip %1.5

3 dakikalik denattrasyondan sonra 94°C'de 1 daki-292" jelinde elektroforez yapildi. Uiginda 258

ka, 60°C'de 1 dakika 30 saniye, 72°C'de 1 dakika-02Z UZuni@unda bant aanidi. Bu PCR'in hassa-
. . . -~ Siyeti kaltir edilm§ Helicobacterpylori ile 5-10
ik dongulerden 40 dongl, en son 5 dakika 72°C -
: o kopya olarak bulundu. Her PCRsléminde
uzatmaseklinde yapildi. PCR Grind %1.5 agarda . o . ..
Helicobacterpylori yoninden pozitif oldgu bili-
elektroforez yapildi ve beklenen baz uzgoit899 . . o . .
e - o nen mide biyopsi Ornekleri pozitif kontrol olarak
baz cifti olan bant agarildi. Kudltir edilmi
. o . . kullanild.
Helicobacterpylori'nin seri dilusyonlari ile hesap-
lanan PCR hassasiyeti 50-100 kopya olarak hesap-
landl. Her grup ornekte pozitif kontrol olarak
Helicobacterpylori pozitif olan mide biyopsi 0Or-
nekleri kullanild.

Bulgular

Karaciger biyopsi drnginde Helicobactercin-
sine ait 16S rDNA PCR'lI yapilan hastalarda kara-
ciger hastafiinin etyolojik d&ilimi Tablo 1'de

Bitlin drneklereHelicobacterpylori Ureaz ge-  ggsterilmitir. Caliilan toplam 185 hastanin 90'
nine (urease alpha subunit- urea amidohydrolaseerkek, 95 kadin, ya ortalamasi 44%5 idi.
ureA) yonelik PCR amplifikasyonu da yapildi. Etyolojiler icinde kronik hepatit B virusu (HBV)
Bunun icin nested PCR yapildi (8). Birinci basa- ye hepatit C virusu (HCV) infeksiyonlari gibi et-
mak PCR icin 1QuL kalip DNA iceren, bileimi  kenj tam olarak bilinenler yaninda, gmlukla

50 mM KCl, 50 mM TrisHCI, 15 mM MgCI2, 25 primer biliyer siroz, otoimmiin hepatit, kriptojenik
mM her bir dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), karacger  hastaliklari,  karagerin  yagli

Tablo 1. Hastalarin demografik verileri ve etyolojikghmi

Tanilar Sayl Yag Cins E/K
Etyolojisi bilinmeyen karager hastafi 45 44+9 19/26
Kronik HBV infeksiyonu 30 3817 21/9
Kronik HCV infeksiyonu 21 47411 10/11
Karacier yaslanmasi 17 46+8 10/7
Primer biliyer siroz 15 42413 1/14
NASH 12 51+12 6/6
Alkole bazl karaciger hastaf 8 48+15 8/0
Otoimmiin hepatit 7 4016 2/5
flaca bl karacger hasari 7 33+11 4/3
Diger 23 45+9 9/14
TOPLAM 185 44+5 90/95
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infiltrasyonu ile giden hastaliklar gibi etkenleri (13, 14). Midedeki infeksiyon sirasinda salinan
hakkinda cgtli spekulasyonlar yapilan hastaliklar bazi sitokinlerin, serbest oksijen radikallerinin

mevcuttu.
Bu hastalardan sadece birindiéelicobacter

mide dgl etkilerden sorumlu olabilegede digu-
nilmistir. Bazi argiirmacilar ise kronik karager

16S rDNA'sI pozitif olarak saptandi. Pozitif sapta- hastalarinin ggétli gastroduodenal aletli ggimler
nan hastanin tanisi otoimmiin hepatit-PBS overlapnedeniyleHelicobacterpylori icin fazla risk taidi-

sendromu idi. Bu hastaddelicobacter pylori'ye

gini belirtmilerdir (15). Helicobacter pylori'nin

spesifik reaz geni PCR'I negatif olarak saptandi.mide mukozasinda yargiti antijenik dgisim ve

Helicobacterpylori disinda birHelicobactertiri-

otoimmunitenin karager veya biliyer epitelde de

nU bulundurdgu anlgilan bu hastada sekans ana- patoloji yaratabilegg 6ngorisi ile otoimmin
lizi yapiimadgi icin saptanan bakterinin tirii teshit hepatit ve PBS’lu hastalarda midede Helicobacter

edilemedi. Dger butin karager 6rneklerinde de
Helicobacter ireaz genine yoénelik PCR
amplifikasyonu negatif bulundu.

Helicobacter cinsine ait genetik elemanlara

sadece bir hasta sahip ofguicin Helicobacter

olan ve olmayan hastalar arasinda yapilmasi plan*
lanan biyokimyasal ve histopatolojik farklilik olup

pylori sikhgini argtiran calgmalarda belirgin bir

iliskinin  olmadgl  saptanmtir (16, 17).
Helicobacter pylori ile karager hastaliklari ikkisi
en geny olarak hepatik ensefalopatide

Helicobacter pylori’nin rolind ele alan gahalar-
da ele alinmytir. Ureaz iceren ve amonyak ureten
bir bakteri olan Helicobacter pylori infeksiyonunun

olmadg! aratirmasinin yapilmasi mumkiin olma- Nepatik ensefalopatiyi kolayarabilecgi iddia

di.

Tarti sma

Bu calsmada ceitli etyolojilere sahip karaci-
ger hastalikli 185 hastanin sadece birinde kgeaci
dokusundaHelicobactercinsi icin 6zgul olan 16s
rRNA genine rastlanmgtir. Bu durumda karager
hastaliklari ile Helicobacter turlerinin bir arada
bulunma olasifiinin ¢cok ¢cok az oldgu ve klinik
bir anlami olmamasi gereftianlagilmaktadir.

Helicobacter pylori'nin kefi gastroenteroloji-
nin son yirmi yildaki en biyik gaginelerindendir.

edilmisse de bircok caima bdyle bir ilgkinin
olmadgl sonucuna varngtir (18-20). Bizim cak-
mamiz kronik karager hastaliklarinda midede
yerlesen Helicobacter pylori'yi esas almagtr. Bu
nedenle kronik karager hastaliklari ile gastrik
Helicobacter pylori arasindaki gki hakkinda bir
yorum yapilamamaktadir.

Ancak bazi hayvan caimalari bata fareler
olmak Uzere bazi hayvan tirlerintielicobacter
pylori disginda baziHelicobactertirlerinin karaci-
gerde yerlgebildigi ve hepatit yapabildini gos-
termistir (21, 22). Bunun Uzerine benzer bulgularin

Gastrit, mide ve duodenum (lserleri, ve mide kan-insanlarda da s6z konusu olup olamagacaati-
serinin etyopatogenezi hakkindaki bilgilerimiz ve rimis ve bata karacger kanseri olmak Gzere bazi

tedavi stratejileri tamamen gigmistir. Konu ile
ilgili arastirmalar  derinlgtikce Helicobacter

karacger hastaliklarinda karamrde Helicobacter
turlerinin yerlamis oldugu gdsterilmgtir (1, 3, 23).

infeksiyonu ile mide di hastaliklar arasinda da Bazi aratirmacilar ozellikle kolestatik karaigr

iliskiler kurulmaya bglanmstir. Bunlar arasinda
kardiyovaskiler bozukluklar, deri
otoimmun hastaliklar, geline gerilgi, mide dsl
MALT lenfoma gibi hastaliklar vardir (9). Birkag
yildir karacger enzim yikseklikleri ve kronik ka-
raciger hastaliklari ile deHelicobacter pylori
infeksiyonu arasinda g¢kinin oldugunu gdsteren
bazi calymalar yayinlanngtir (10-12). Bu ilgkinin
Helicobacter pylori tarafindan salinan bazi
sitotoksinler aracifii ile oldugu iddia edilmsgtir

T Klin J Gastroenterohepatol 2003, 14

hastaliklari,

hastaliklarindaHelicobactertirlerinin karacterde
daha sik saptangini gdstermglerdir (2). Bu bul-
gulara rgmen karagierdeHelicobacterbulunma-
sinin Kklinikopatolojik anlami tam olarak agilia-
mametir. Nitekim bazi argtirmacilar yukarida
belirtilenin  aksine karager hastaliklarn ile
Helicobacterinfeksiyonlari arasinda ¢ki olmadi-
gini savunmaktadirlar. Catalar arasindaki fark-
lliklar ¢aligilan hasta gruplarindan veya uygulanan
yontem farkliliklarindan kaynaklanabilir.
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Bizim calsma grubumuzda literatirde Calsmamizda Helicobacter infeksiyonlarinin
Helicobactertirlerinin en sik saptangl karacger NASH patogenezinde bir rolu olmadi anlail-
kanserli hasta grubu yoktur, ancak Nilsson ve ar-maktadir. Etyolojisi bilinen kronik karagér hasta-
kadglarinin 1srarla Helicobacter tirlerinin stk lklarinda da Helicobacter infeksiyonlarinin sap-
rastlandgini belirttikleri primer biliyer siroz tanisi  tanmamasi bu hastaliklardaki farkli kagaei pato-
almis 15 hastanin karagger biyopsileri calilmis- lojilerinde bu infeksiyon ajaninin roli olmagini
tir. Bu hastalarin hicbirindéielicobacter cinsine  gdstermektedir.

6zgu 16S rDNA tesbit edilemestir. Nilsson ve Sonug olarak biz kendi hasta gruplarimizda
arkadalarr  bu hastalarda %70%in  (zerinde yolestatik olsun veya olmasin, etyolgjisi bilinsin
Helicobacter 16S rDNA'si saptarglardir. Primer  yeya bilinmesin karager hastaliklari ile karaci-
biliyer siroz etyolojisi tam olarak bilinmeyen, serde yerlgen Helicobacter tiirleri arasinda bir
muhtemelen otoimmin kdkenli bir kolestatik kara- il ski saptamadik. Literattrle olan farkgin hasta
ciger hastaliidir. Bazi argtirmalar otoimmuniteyi gruplarindaki farkliliktan ve toplumda karger

tetikleyebilecek infeksiyoz etkenlerden bahsetmek-pastals etkenlerindeki farkliliklardan kaynakla-
tedirler. Ancak bu konuda da ¢ok gélli veriler nabilecei disinulmustir.

mevcuttur. Muhtemelen Helicobacter infeksi-
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