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Safra kesesi kanserinde Helikobakter 16SrDNA ve

Ureaz gen analizi

Analysis of Helicobacter 16SrDNA and urease gene in gallbladder carcinoma
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Giris ve amag: Kronik kolesistit hastalarinin, safra ve rezeke safra kese-
lerinde, Helikobakter tiirlerinin varlig1 gosterilmistir. Bu veriler, Heliko-
bakter tiirlerinin safra kesesi kanseri ile iligkisini akla getirmektedir. Bu
caligmada, safra kesesi kanserinde Helikobakter DNA analizi amaglan-
mustir. Gereg ve yontem: 1995-2000 yillart arasinda EUTF Patoloji la-
boratuvarinda, rezeke safra keselerinde kanser saptanan 31 olgu caligma-
ya alinmigtir. Bu hastalarin parafin bloklarindan alinan kesitlerde, poli-
meraz zincir reaksiyonu (PCR) ile Helikobakter 16StTDNA ve iireaz gen
analizi yapilmistir. Kontrol grubu olarak karaciger transplantasyon do-
norii 10 olgunun normal safra kesesi dokular1 kullanilmistir. Bulgular:
Safra kesesi adenokarsinomu olan tek bir olgunun tiimoére komsu, timor-
sliz safra kesesi dokusunda iireaz geni pozitif bulunmustur. Safra kesesi
kanserli diger olgularin, timérlii ve tiimorsiiz dokularinda ve kontrol
grubunun normal safra kesesi dokularinda Helikobakter 16STDNA ve
iireaz geni saptanmamistir. Sonug¢: Bu bulgular, safra kesesi kanseri ile
Helikobakter tiirleri arasinda ongoriilen iliskiyi desteklememektedir.

Anahtar sozciikler: Safra kesesi kanseri, Helikobakter, PCR

GIRIiS VE AMAC

Helikobakter pilori'nin (H. pilori), 1983 yilinda ilk
tanimlanmasindan sonra, aktif kronik gastrit ve
peptik tlser hastaliginda etken oldugu gosteril-
mistir (1-4). Epidemiyolojik analizler ve deneysel
calismalar, H. pilori'nin insanlarda grup 1 karsi-
nojen olup gastrik karsinogenez ile direk iligkili ol-
dugunu ortaya koymustur (5-7). Yakin zamanda;
cesitli memeli hayvanlarin, mide, barsak ve kara-
cigerlerinden H. hepatikus, H. kanis, H. bilis, H. ko-
lesistus gibi farkl Helikobakter tiirleri izole edilmis
ve bu tlrlerin, hayvanlarda hepatit, karaciger ti-
mori, kolanjiyofibrozis gibi hepatotobiliyer has-
taliklara yol acabildigi gosterilmistir (8-11). In-
sanlarda da, hepatobiliyer sistem hastaliklarinda,
safrada ve hepatobiliyer dokularda helikobakter
tiirlerine ait DNA varlig1 saptanmistir (12-16).

Fox ve ark., Sili'li kronik kolesistit hastalarinin
safra ve rezeke safra keselerinde, polimeraz zincir
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reaksiyonu (PCR) ile yiiksek oranda (56.5%,
39.1%; swrasiyla) Helikobakter DNA pozitifligi
saptamiglardir (15). Sili'de safra kesesi kanseri in-
sidans1 ytiiksek oldugundan, Helikobakter tiirleri
ile safra kesesi kanseri arasinda iliski olabilecegi-
ni One sirmiuslerdir. Literatiirde safra kesesi kan-
serinde Helikobakter varlig ile ilgili veriler sinirli-
dir. Bu calismada; safra kesesi kanseri nedeniyle
opere olmus olgularn, parafin bloklarindan
alinan kesitlerde Helikobakter DNA tayini yapil-
mistir.

GEREC VE YONTEM

1995-2000 yillan arasinda safra kesesi kanseri
tanis1 almis ve opere olmus 31 hastanin klinik
verileri ve patoloji preparatlar retrospektif olarak
tekrar degerlendirildi. Kontrol grubu olarak;
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karaciger transplantasyon donérii 10 olgunun
safra keselerine ait patoloji preparatlan incelen-
di. Otuzbir safra kesesi kanserli olgunun 13’tinde
timorli doku yaninda tiimorsiiz doku alanlar
da gozlendi. Incelenen tum olgularnn parafin
bloklar ¢ikarildi. Onii¢ olguda, timorli ve tii-
morsiiz dokudan, diger 18 olguda ise sadece tii-
morli dokudan 10 mikron kalinliginda kesitler
alindi. Kontrol grubunun da, normal safra kesele-
rine ait parafin bloklardan kesitler alindi. Para-
finli doku lamlardan kazinarak ependorf tliplere
koyuldu ve derin dondurucuda -80°C’de saklandi.

Saklanan parafinli doku Orneklerinde, PCR ile
Helikobakter 16SrDNA, iireaz gen tayini icin su
islemler gerceklestirildi:

Deparafinizasyon: Ependorf tiipleri derin dondu-
rucudan alinip, parafinin erimesi i¢cin 10 dakika
(dk) 65°C’de bekletildi. Sonrasinda 1 ml ksilen ila-
ve edilerek vartekslendi. Oda 1s1sinda 30 dk bek-
lendi. Bu siire icinde 5 dk.da bir vartekslendi. Bes
dk 12000 rpm’de santrifiij edilip supernatan
uzaklastinildiktan sonra yine 1 ml ksilen ilave edi-
lerek ayni islem tekrarlandi. Supernatan uzaklas-
tinldiktan sonra 1 ml etanol ilave edilerek var-
tekslendi. Bes dk 12000 rpm’de santrifiij edilip yi-
ne supernatan uzaklastirildi. Doku plaklar hava-
da bekletilerek etanoliin tamamen uzaklasmasi
sagland1 ve homojenize edilerek tampon ilave
edildi.

DNA ekstraksiyonu: Homojenizasyonu takiben,
0.5mg/ml proteinaz K iceren 150ul tampon ¢ozel-
tisi (20mM Tris-HCL, pH 8.0 ve %0.5 Tween 20) ile
56°C’de bir saat inkube edildi. Ornekler 10 dk
kaynatilarak proteinaz K ile denatiire edildi. Son-
rasinda 8000 g’de 10 dk santrifiij edilip superna-
tan alkolle presipite edilerek kalip DNA olarak
PCR islemi icin saklandi.

16SrDNA icin PCR islemi (16): On ul kalip DNA
alinarak bilesiminde 50mM KCl, 15mM TrisHCI,
15mM MgCl?, 25mM her bir dANTP (dATP, dTTP,
dCTP, dGTP), 2.5 uinite Taq polimeraz (Fermentas,
Litvanya) ve her iki primerden 10pmol bulunan
50ul ¢ozelti olusturuldu.

Primerler:
HS1: 5'-AACGATGAAGCTTICTAGCTITGCTAG-3’
HS2: 5'-GTGCTTATTCGITAGATACCGTCAT-5’

PCR islemi, 94°C’de 3 dk denaturasyondan sonra
94°C’da 1 dk, 60°C’da 1 dk 30 saniye, 72°C’'da 1
dk.lik dongiilerden 40 dongii ile PCR yapildi. En
son 72°C’'da 5 dk.lik uzatma uygulandi. PCR tirii-

ni, %1.5 agarda elektroforez yapildi ve baz uzun-
lugu 399 baz cifti olan bant arastinldi. Kiltiir edil-
mis H. pilori'nin seri dilusyonlan ile hesaplanan
PCR hassasiyeti 50-100 kopya olarak bulundu.
Her grup oOrnekte pozitif kontrol olarak H. pilori
pozitif olan mide biyopsi 6rnekleri kullanildi.

Ureaz geni icin PCR: Biitiin 6rneklere iireaz geni-
ne (urease alpha subunit-urea amidohydrolase-
ureaA) yonelik PCR amplifikasyonu da yapildi.
Bunun icin nested PCR uygulandi (17). Birinci
basamak PCR i¢in 10ul kalip DNA iceren, bilesi-
mi 50mM KCl, 50mM TrisHCl, 15mM MgCl?,
25mM her bir ANTP (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), 2.5
tinite Taq polimeraz ve her iki eksternal primer-
den (H3:5-GCCAATGGTAAATTAGITCC-3’), H4:
5’-TTACTCCTTAATTGITTTITAC-3") 10pmol olan
50ul cozelti kullanildi. U¢ dk 94°C’lik denaturas-
yondan sonra 1 dk 94°C, 1 dk 50°C, 1 dk 70°C’de-
ki dongtilerden 35 ddngi ile PCR yapildi. Son ola-
rak 70°C’de 5 dk.lik uzatma uyguland. Ikinci ba-
samak PCR i¢in birinci basamak PCR iiriiniinden
10ul alinip birinci basamaktaki ile ayni sartlarda
PCR yapildi. Burada dis primerler yerine i¢ pri-
merler (H5: 5-TTCTTTGAAGTGAATAGATGC-3’,
H6: 5'-ATAGTTGTCATCGCTTTTAGC-3') kullanil-
di. PCR tiriinlinden 10pl alinip %1.5 agar jelinde
elektroforez yapildi. UV 151ginda 258 baz uzunlu-
gundaki bant arastirildi. Bu PCR'in hassasiyeti,
kiltiir edilmis H. pilori ile 5-10 kopya olarak
bulundu. Her PCR isleminde, H. pilori pozitif olan
mide biyopsi Ornekleri pozitif kontrol olarak
kullanildi.

BULGULAR

1995-2000 yillar arasinda EUTF Patoloji Labora-
tuvari’nda, rezeke safra keselerinde kanser sapta-
nan 31 olgunun, 13’inin EUTF Genel Cerrahi
Klinigi'nde, diger olgularin ise baska hastaneler-
de opere oldugu saptandi. Demografik degerlen-
dirmede; olgularn 20’si kadin, 11'i erkek ve orta-
lama yas 67 idi. EUTF Genel Cerrahi Klinigi'nde
opere olmus 13 olgunun 11’inde eslik eden safra
kesesi tas1 da mevcuttu. Diger olgularda bu bilgi-
ye ulasilamadi.

Patoloji preparatlan tekrar incelendiginde; kan-
ser tipinin agirlikh olarak adenokarsinom (%87)
oldugu goriildii. Iki olgu, skuaméz hiicreli karsi-
nom, bir olgu adenoskuamoz karsinom ve bir ol-
gu da anaplastik karsinom olarak degerlendirildi.
Olgularin sadece 13’iinde timorli dokunun
yaninda tiimorsiiz safra kesesi dokusu da vardi.



Hp ve safra kesesi kanseri

Tim ttiimorsiiz safra kesesi alanlarinda kronik ko-
lesistit bulgular saptandi. Diger 18 olguda ise sa-
dece tumorli alanlar mevcuttu. Kontrol grubu
olarak calismaya alinan 10 karaciger transplan-
tasyon dondriiniin safra keseleri normal olarak
degerlendirildi.

Safra kesesi kanseri olgularinin ve kontrol grubu-
nun parafin bloklarindan alinan kesitlerde PCR
ile Helikobakter 16SrDNA ve iireaz gen analizi
yapildi. Sadece, adenokarsinom olarak degerlen-
dirilen bir olgunun, tiimoére komsu, tiimorsiiz saf-
ra kesesi dokusunda iireaz geni pozitif bulundu.
Diger safra kesesi kanserli olgularin, timoérli ve
timorsiiz dokularinda, kontrol grubu olgularin
normal safra keselerinde Helikobakter 16SrDNA
ve Ureaz geni negatif bulundu.

Hasta bilgileri ve Helikobakter DNA sonuglari
Tablo 1'de gosterilmistir.

Helikobakter 16SrTDNA varligi gosterememislerdir
(21). Calismalardaki hasta ve saglikli kontrol gru-
bu sayilarinin azligi, Helikobakter tiirlerinin bol-
gesel dagilimindaki farkliliklar ve kullanilan PCR
yonteminin duyarlihgi, farkli sonuclardan so-
rumlu tutulabilir.

H. pilori'nin yol actigi kronik inflamasyon ile
gastrik karsinogenez arasindaki iliski iyi bilin-
mektedir. Ancak; hepatobiliyer karsinogenezde,
Helikobakter tiirlerinin patojenitesi ile ilgili veri-
ler simirhdir. Kronik hepatobiliyer enfeksiyonla-
rin, kronik inflamasyon araciligr ile kanser olusu-
munda roli oldugu tizerinde durulmustur. Fuku-
da ve ark., hepatobiliyer kanserli 19 Japon hasta-
nin, %52.6’sin1n, safra ve hepatobiliyer doku 6r-
neklerinde, Helikobakter DNA pozitif bulmuslar-
dir. Helikobakter DNA pozitif olan grupta, biliyer
inflamasyon derecesinin daha yiiksek oldugunu

Tablo 1. Safra kesesi kanserli olgularin 6zellikleri ve Helikobakter DNA sonuglari

Tiimor tipi Olgu sayis1 Kadm/Erkek Safra kesesi tagi* 16SrDNA** Ureaz geni**
Adenokarsinom 27 18/9 9/11 - 1
Skuamoz karsinom 2 2/0 1/1 - -
Adenoskuamoz karsinom 1 0/1 1/1 - -
Anaplastik karsinom 1 1/0 0/0 - -

PPN

geni pozitif ornek sayisi

TARTISMA

Insanlarda degisik hepatobiliyer hastaliklarda,
safra ve hepatobiliyer dokuda Helikobakter DNA
varligi arastirnlmis ve farkli sonuclar elde edilmis-
tir. Kronik kolesistit ve safra kesesi tasi hastalarin-
daki sonuclar da celiskilidir. Fox ve ark., Sili'li 23
kronik kolesistit hastasinin, 13’tinde safra 6rnek-
lerinde, dokuzunda da safra kesesi dokusunda
Helikobakter DNA varligini gostermislerdir (15).
Silva ve ark. da, kolesistitli 64 Brezilyali hastanin,
safra kesesi dokusunda %31.2, safra 6rneklerinde
%42.9 oraninda Helikobakter DNA pozitifligi sap-
tamislardir (18). Abayli ve ark., kolesterol safra
taslarinin %9.1'inde PCR ile Helikobakter pozitif-
ligi gostermislerdir (19). Buna karsin; Mendez-
Sanchez ve ark., safra kesesi tasi nedeniyle kole-
sistektomi olan 32 Meksikal1 hastanin, sadece bi-
rinde, safra kesesi dokusunda PCR ile Helikobak-
ter DNA porzitifligi bulmuslardir (20). Benzer sekil-
de; Rudi ve ark. da, akut kolesistit, kronik kolesis-
tit ve ana safra yolu tikanikligi olan Alman
hastalarn, safra ve pankreatik siv1 6rneklerinde,

ancak istatistiksel anlama ulasmadigini gérmiis-
lerdir. Helikobakter DNA varliginin, inflamas-
yondan bagimsiz olarak biliyer hiicre kinetigini
etkiledigini saptamislardir. Bu verilere dayana-
rak; Helikobakter DNA pozitif hastalarda, biliyer
hiicre kinetiginin, direk bakterinin kendisi veya
indtikledigi sitokin ve biiytime faktorleri tarafin-
dan hizlandirilmis olabilecegini 6ne stirmiislerdir
(22).

Bizim calismamizda; safra kesesi adenokarsino-
mu olan sadece bir hastanin, tiimorli dokuya
komsu, tiimorsiiz safra kesesi dokusunda, nested
PCR ile iireaz geni pozitif bulunmus, diger 6érnek-
lerde Helikobakter DNA saptanamamaistir. Bu ¢a-
lismada, safra 6rnegi calisiimamis ve sadece 13
hastada tiimorsiiz safra kesesi dokusu elde edile-
bilmistir. Safra kesesi kanserli hastalarin safrala-
rinda doku invazyonu yapmayan Helikobakter
tiirleri olabilir. Ayrica, safra kesesi dokusu, kanser
gelistikten sonra, Helikobakter tiirlerinin koloni-
zasyonu icin uygunlugunu kaybediyor olabilir.
Zou ve ark., gastrik kanser erken evrede, %57
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oraninda H. pilori pozitifligi bulurken, son evre
kanserde hi¢ saptayamamislardir (23). Safra ke-
sesi kanserinde de, timoére komsu, timorsiiz saf-
ra kesesi dokusunda Helikobakter kolonizasyonu
daha iyi olabilir.

Safra kesesi kanseri patogenezinde, Helikobakter
enfeksiyonunun etken oldugunu soyleyebilmek
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