
G‹R‹fi VE AMAÇ
Helikobakter pilori’nin (H. pilori), 1983 yılında ilk
tanımlanmasından sonra, aktif kronik gastrit ve
peptik ülser hastalığında etken olduğu gösteril-
miştir (1-4). Epidemiyolojik analizler ve deneysel
çalışmalar, H. pilori’nin insanlarda grup 1 karsi-
nojen olup gastrik karsinogenez ile direk ilişkili ol-
duğunu ortaya koymuştur (5-7). Yakın zamanda;
çeşitli memeli hayvanların, mide, barsak ve kara-
ciğerlerinden H. hepatikus, H. kanis, H. bilis, H. ko-
lesistus gibi farklı Helikobakter türleri izole edilmiş
ve bu türlerin, hayvanlarda hepatit, karaciğer tü-
mörü, kolanjiyofibrozis gibi hepatotobiliyer has-
talıklara yol açabildiği gösterilmiştir (8-11). İn-
sanlarda da, hepatobiliyer sistem hastalıklarında,
safrada ve hepatobiliyer dokularda helikobakter
türlerine ait DNA varlığı saptanmıştır (12-16).

Fox ve ark., Şili’li kronik kolesistit hastalarının
safra ve rezeke safra keselerinde, polimeraz zincir

reaksiyonu (PCR) ile yüksek oranda (56.5%,
39.1%; sırasıyla) Helikobakter DNA pozitifliği
saptamışlardır (15). Şili’de safra kesesi kanseri in-
sidansı yüksek olduğundan, Helikobakter türleri
ile safra kesesi kanseri arasında ilişki olabileceği-
ni öne sürmüşlerdir. Literatürde safra kesesi kan-
serinde Helikobakter varlığı ile ilgili veriler sınırlı-
dır. Bu çalışmada; safra kesesi kanseri nedeniyle
opere olmuş olguların, parafin bloklarından
alınan kesitlerde Helikobakter DNA tayini yapıl-
mıştır.

GEREÇ VE YÖNTEM
1995-2000 yılları arasında safra kesesi kanseri
tanısı almış ve opere olmuş 31 hastanın klinik
verileri ve patoloji preparatları retrospektif olarak
tekrar değerlendirildi. Kontrol grubu olarak;
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karaciğer transplantasyon donörü 10 olgunun
safra keselerine ait patoloji preparatları incelen-
di. Otuzbir safra kesesi kanserli olgunun 13’ünde
tümörlü doku yanında tümörsüz doku alanları
da gözlendi. İncelenen tüm olguların parafin
blokları çıkarıldı. Onüç olguda, tümörlü ve tü-
mörsüz dokudan, diğer 18 olguda ise sadece tü-
mörlü dokudan 10 mikron kalınlığında kesitler
alındı. Kontrol grubunun da, normal safra kesele-
rine ait parafin bloklardan kesitler alındı. Para-
finli doku lamlardan kazınarak ependorf tüplere
koyuldu ve derin dondurucuda -80°C’de saklandı. 

Saklanan parafinli doku örneklerinde, PCR ile
Helikobakter 16SrDNA, üreaz gen tayini için şu
işlemler gerçekleştirildi:

Deparafinizasyon: Ependorf tüpleri derin dondu-
rucudan alınıp, parafinin erimesi için 10 dakika
(dk) 65°C’de bekletildi. Sonrasında 1 ml ksilen ila-
ve edilerek vartekslendi. Oda ısısında 30 dk bek-
lendi. Bu süre içinde 5 dk.da bir vartekslendi. Beş
dk 12000 rpm’de santrifüj edilip supernatan
uzaklaştırıldıktan sonra yine 1 ml ksilen ilave edi-
lerek aynı işlem tekrarlandı. Supernatan uzaklaş-
tırıldıktan sonra 1 ml etanol ilave edilerek var-
tekslendi. Beş dk 12000 rpm’de santrifüj edilip yi-
ne supernatan uzaklaştırıldı. Doku plakları hava-
da bekletilerek etanolün tamamen uzaklaşması
sağlandı ve homojenize edilerek tampon ilave
edildi. 

DNA ekstraksiyonu: Homojenizasyonu takiben,
0.5mg/ml proteinaz K içeren 150µl tampon çözel-
tisi (20mM Tris-HCL, pH 8.0 ve %0.5 Tween 20) ile
56°C’de bir saat inkube edildi. Örnekler 10 dk
kaynatılarak proteinaz K ile denatüre edildi. Son-
rasında 8000 g’de 10 dk santrifüj edilip superna-
tan alkolle presipite edilerek kalıp DNA olarak
PCR işlemi için saklandı. 

16SrDNA için PCR işlemi (16): On µl kalıp DNA
alınarak bileşiminde 50mM KCl, 15mM TrisHCl,
15mM MgCl2, 25mM her bir dNTP (dATP, dTTP,
dCTP, dGTP), 2.5 ünite Taq polimeraz (Fermentas,
Litvanya) ve her iki primerden 10pmol bulunan
50µl çözelti oluşturuldu. 

Primerler:

HS1: 5’-AACGATGAAGCTTCTAGCTTGCTAG-3’

HS2: 5’-GTGCTTATTCGTTAGATACCGTCAT-5’

PCR işlemi, 94°C’de 3 dk denaturasyondan sonra
94°C’da 1 dk, 60°C’da 1 dk 30 saniye, 72°C’da 1
dk.lık döngülerden 40 döngü ile PCR yapıldı. En
son 72°C’da 5 dk.lık uzatma uygulandı. PCR ürü-

nü, %1.5 agarda elektroforez yapıldı ve baz uzun-
luğu 399 baz çifti olan bant araştırıldı. Kültür edil-
miş H. pilori’nin seri dilusyonları ile hesaplanan
PCR hassasiyeti 50-100 kopya olarak bulundu.
Her grup örnekte pozitif kontrol olarak H. pilori
pozitif olan mide biyopsi örnekleri kullanıldı.

Üreaz geni için PCR: Bütün örneklere üreaz geni-
ne (urease alpha subunit-urea amidohydrolase-
ureaA) yönelik PCR amplifikasyonu da yapıldı.
Bunun için nested PCR uygulandı (17). Birinci
basamak PCR için 10µl kalıp DNA içeren, bileşi-
mi 50mM KCl, 50mM TrisHCl, 15mM MgCl2,
25mM her bir dNTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 2.5
ünite Taq polimeraz ve her iki eksternal primer-
den  (H3: 5’-GCCAATGGTAAATTAGTTCC-3’), H4:
5’-TTACTCCTTAATTGTTTTTAC-3’) 10pmol olan
50µl çözelti kullanıldı. Üç dk 94°C’lik denaturas-
yondan sonra 1 dk 94°C, 1 dk 50°C, 1 dk 70°C’de-
ki döngülerden 35 döngü ile PCR yapıldı. Son ola-
rak 70°C’de 5 dk.lık uzatma uygulandı. İkinci ba-
samak PCR için birinci basamak PCR ürününden
10µl alınıp birinci basamaktaki ile aynı şartlarda
PCR yapıldı. Burada dış primerler yerine iç pri-
merler (H5: 5’-TTCTTTGAAGTGAATAGATGC-3’,
H6: 5’-ATAGTTGTCATCGCTTTTAGC-3’) kullanıl-
dı. PCR ürününden 10µl alınıp %1.5 agar jelinde
elektroforez yapıldı. UV ışığında 258 baz uzunlu-
ğundaki bant araştırıldı. Bu PCR’ın hassasiyeti,
kültür edilmiş H. pilori ile 5-10 kopya olarak
bulundu. Her PCR işleminde, H. pilori pozitif olan
mide biyopsi örnekleri pozitif kontrol olarak
kullanıldı.

BULGULAR
1995-2000 yılları arasında EÜTF Patoloji Labora-
tuvarı’nda, rezeke safra keselerinde kanser sapta-
nan 31 olgunun, 13’ünün EÜTF Genel Cerrahi
Kliniği’nde, diğer olguların ise başka hastaneler-
de opere olduğu saptandı. Demografik değerlen-
dirmede; olguların 20’si kadın, 11’i erkek ve orta-
lama yaş 67 idi. EÜTF Genel Cerrahi Kliniği’nde
opere olmuş 13 olgunun 11’inde eşlik eden safra
kesesi taşı da mevcuttu. Diğer olgularda bu bilgi-
ye ulaşılamadı. 

Patoloji preparatları tekrar incelendiğinde; kan-
ser tipinin ağırlıklı olarak adenokarsinom (%87)
olduğu görüldü. İki olgu, skuamöz hücreli karsi-
nom, bir olgu adenoskuamöz karsinom ve bir ol-
gu da anaplastik karsinom olarak değerlendirildi.
Olguların sadece 13’ünde tümörlü dokunun
yanında tümörsüz safra kesesi dokusu da vardı.
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Tüm tümörsüz safra kesesi alanlarında kronik ko-
lesistit bulguları saptandı. Diğer 18 olguda ise sa-
dece tümörlü alanlar mevcuttu. Kontrol grubu
olarak çalışmaya alınan 10 karaciğer transplan-
tasyon donörünün safra keseleri normal olarak
değerlendirildi.

Safra kesesi kanseri olgularının ve kontrol grubu-
nun parafin bloklarından alınan kesitlerde PCR
ile Helikobakter 16SrDNA ve üreaz gen analizi
yapıldı. Sadece, adenokarsinom olarak değerlen-
dirilen bir olgunun, tümöre komşu, tümörsüz saf-
ra kesesi dokusunda üreaz geni pozitif bulundu.
Diğer safra kesesi kanserli olguların, tümörlü ve
tümörsüz dokularında, kontrol grubu olguların
normal safra keselerinde Helikobakter 16SrDNA
ve üreaz geni negatif bulundu. 

Hasta bilgileri ve Helikobakter DNA sonuçları
Tablo 1’de gösterilmiştir.

Helikobakter 16SrDNA varlığı gösterememişlerdir
(21). Çalışmalardaki hasta ve sağlıklı kontrol gru-
bu sayılarının azlığı, Helikobakter türlerinin böl-
gesel dağılımındaki farklılıklar ve kullanılan PCR
yönteminin duyarlılığı, farklı sonuçlardan so-
rumlu tutulabilir. 

H. pilori’nin yol açtığı kronik inflamasyon ile
gastrik karsinogenez arasındaki ilişki iyi bilin-
mektedir. Ancak; hepatobiliyer karsinogenezde,
Helikobakter türlerinin patojenitesi ile ilgili veri-
ler sınırlıdır. Kronik hepatobiliyer enfeksiyonla-
rın, kronik inflamasyon aracılığı ile kanser oluşu-
munda rolü olduğu üzerinde durulmuştur. Fuku-
da ve ark., hepatobiliyer kanserli 19 Japon hasta-
nın, %52.6’sının, safra ve hepatobiliyer doku ör-
neklerinde, Helikobakter DNA pozitif bulmuşlar-
dır. Helikobakter DNA pozitif olan grupta, biliyer
inflamasyon derecesinin daha yüksek olduğunu

Tümör tipi Olgu say›s› Kad›n/Erkek Safra kesesi taş›* 16SrDNA** Üreaz geni***

Adenokarsinom 27 18/9 9/11 - 1

Skuamöz karsinom 2 2/0 1/1 - -

Adenoskuamöz karsinom 1 0/1 1/1 - -

Anaplastik karsinom 1 1/0 0/0 - -

Tablo 1. Safra kesesi kanserli olgular›n özellikleri ve Helikobakter DNA sonuçlar›

*EÜTF Genel Cerrahi Kliniği’nde opere olan safra kesesi kanserli hastalarda safra kesesi taş› s›kl›ğ›, **Helikobakter 16SrDNA pozitif örnek say›s›, ***Helikobakter üreaz

geni pozitif örnek say›s›

TARTIfiMA
İnsanlarda değişik hepatobiliyer hastalıklarda,
safra ve hepatobiliyer dokuda Helikobakter DNA
varlığı araştırılmış ve farklı sonuçlar elde edilmiş-
tir. Kronik kolesistit ve safra kesesi taşı hastaların-
daki sonuçlar da çelişkilidir. Fox ve ark., Şili’li 23
kronik kolesistit hastasının, 13’ünde safra örnek-
lerinde, dokuzunda da safra kesesi dokusunda
Helikobakter DNA varlığını göstermişlerdir (15).
Silva ve ark. da, kolesistitli 64 Brezilyalı hastanın,
safra kesesi dokusunda %31.2, safra örneklerinde
%42.9 oranında Helikobakter DNA pozitifliği sap-
tamışlardır (18). Abayli ve ark., kolesterol safra
taşlarının %9.1’inde PCR ile Helikobakter pozitif-
liği göstermişlerdir (19). Buna karşın; Mendez-
Sanchez ve ark., safra kesesi taşı nedeniyle kole-
sistektomi olan 32 Meksikalı hastanın, sadece bi-
rinde, safra kesesi dokusunda PCR ile Helikobak-
ter DNA pozitifliği bulmuşlardır (20). Benzer şekil-
de; Rudi ve ark. da, akut kolesistit, kronik kolesis-
tit ve ana safra yolu tıkanıklığı olan Alman
hastaların, safra ve pankreatik sıvı örneklerinde,

ancak istatistiksel anlama ulaşmadığını görmüş-
lerdir. Helikobakter DNA varlığının, inflamas-
yondan bağımsız olarak biliyer hücre kinetiğini
etkilediğini saptamışlardır. Bu verilere dayana-
rak; Helikobakter DNA pozitif hastalarda, biliyer
hücre kinetiğinin, direk bakterinin kendisi veya
indüklediği sitokin ve büyüme faktörleri tarafın-
dan hızlandırılmış olabileceğini öne sürmüşlerdir
(22).

Bizim çalışmamızda; safra kesesi adenokarsino-
mu olan sadece bir hastanın, tümörlü dokuya
komşu, tümörsüz safra kesesi dokusunda, nested
PCR ile üreaz geni pozitif bulunmuş, diğer örnek-
lerde Helikobakter DNA saptanamamıştır. Bu ça-
lışmada, safra örneği çalışılmamış ve sadece 13
hastada tümörsüz safra kesesi dokusu elde edile-
bilmiştir. Safra kesesi kanserli hastaların safrala-
rında doku invazyonu yapmayan Helikobakter
türleri olabilir. Ayrıca, safra kesesi dokusu, kanser
geliştikten sonra, Helikobakter türlerinin koloni-
zasyonu için uygunluğunu kaybediyor olabilir.
Zou ve ark., gastrik kanser erken evrede, %57
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oranında H. pilori pozitifliği bulurken, son evre
kanserde hiç saptayamamışlardır (23). Safra ke-
sesi kanserinde de, tümöre komşu, tümörsüz saf-
ra kesesi dokusunda Helikobakter kolonizasyonu
daha iyi olabilir. 

Safra kesesi kanseri patogenezinde, Helikobakter
enfeksiyonunun etken olduğunu söyleyebilmek

için, Helikobakter DNA varlığını göstermek yanı-
sıra, mikroorganizma, safra ve hepatobiliyer do-
kuda üretilebilmelidir. Hayvan modellerinde ya-
pılacak deneysel çalışmalar ve farklı insan popu-
lasyonlarında, yeterli sayıda hasta ve sağlıklı
kontrol grubu ile yapılacak prospektif çalışmalar,
bu konudaki bilgilerimizi artıracaktır.
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