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OZET

Helicobacter pylori enfeksiyonlarinin patogenezinde, bakteriye ait cok sayida viriilans faktor rol oyna-
maktadir. H.pylori'nin gastrik mukozaya tutunmasi sirasinda, epitelyum ile temas halinde indiiklenen bir
gen olan iceA (induced by contact with epithelium A) iki varyanta (iceAT ve iceA2) sahiptir. H.pylori sus-
larinda iceAT varligi ile peptik Ulser arasinda anlamli bir iliski olabilecegi ifade edilmekle birlikte bu konu-
da ortak bir goriis mevcut degildir. Bu calismada, kronik gastrit ve gastrik kanser tanisi alan hastalarin do-
ku orneklerinde H.pylori iceAl ve iceA2 gen bdlgelerinin varligi ve prevalansinin arastirilmasi, klinik gora-
nimler ile genotipler arasindaki iliskinin irdelenmesi amaclanmistir. Calismaya, histopatolojik olarak bi-
yopsi orneklerinde H.pylori saptanan 55'i kronik gastrit, 54U ise gastrik kanserli olmak tizere toplam 109
hastaya ait doku 6rnegi dahil edilmistir. Tim &rneklerde H.pylori varligi, “in house” polimeraz zincir re-
aksiyonu (PCR) ile ureA gen bolgesinin amplifikasyonuyla dogrulanmistir. Gastrik biyopsi 6rneklerinde ice-
AT ve iceA2 gen boélgeleri, 6zgul primerler kullanilarak dogrudan PCR yontemiyle arastinlmistir. Calisma-
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ya alinan tim olgularin %58 (63/109)’inde iceAl, %24 (26/109)'linde ise iceA2 genotipi tespit edilmis-
tir. Kronik gastrit ve gastrik kanserli olgularda iceAT gen varligi sirasiyla; %51 (28/55) ve %65 (35/54),
iceA2 gen varhigi ise sirasiyla %20 (11/55) ve %28 (15/54) olarak bulunmustur. Hasta gruplari arasinda
iceAT ve iceA2 pozitiflik oranlari agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamis (p> 0.05); ice-
AT ve iceA2 varhidi ile klinik hastalik tablosu arasinda bir iliski bulunmamustir (r> 0.01). Sonug olarak, bol-
gemizdeki kronik gastrit ve gastrik kanserli hastalarda H.pylori iceA1 genotipinin baskin (%58) oldugu go-
rilmis, iceA2 genotipinin ise literatlirdeki verilere benzer olarak daha dusiik oranda (%24) oldugu izlen-
mistir. Verilerimiz, iceA geninin, H.pylori icin klinik tabloyu ve viriilansi belirlemekten ziyade cografi fark-
lihklari yansitmakta oldugu fikrini desteklemektedir. Ulkemizde bu konu ile ilgili cok merkezli ve genis
kapsaml arastirmalara gereksinim vardir.

Anahtar sozciikler: Helicobacter pylori; viriilans faktor; iceAl; iceA2; kronik gastrit; gastrik kanser.

ABSTRACT

Several virulence factors of Helicobacter pylori play crucial role in the pathogenesis of the infections.
H.pylori iceA gene which is induced by the contact with epithelium during the attachment of bacterium
to the gastric mucosa, possess two variants (iceAT and iceA2). Although there are some data indicating
the relationship between H.pylori iceAT and peptic ulcer, this concept is still controversial. The aims of
this study were to investigate the presence and prevalence of H.pylori iceA1 and iceA2 gene regions in
the tissue samples of patients diagnosed as chronic gastritis and gastric cancer, and to evaluate whether
any correlation existed between these genotypes and clinical manifestations. A total of 109 tissue samp-
les obtained from chronic gastritis (n= 55) and gastric cancer (n= 54) patients whose H.pylori infections
have been confirmed by histopathologic examination of biopsy samples, were included in the study. The
presence of H.pylori in the samples were also confirmed by amplification of the ureA gene region by in-
house polymerase chain reaction (PCR). H.pylori iceA1 and iceA2 genes were directly genotyped with the
use of specific primers in the gastric biopsy specimens by PCR. The total positivity rates of iceAT and ice-
A2 genotypes in patients were found as 58% (63/109) and 24% (26/109), respectively. With the speci-
al attention to chronic gastritis and gastric cancer patients, the frequencies of iceAT gene were 51%
(28/55) and 65% (35/54), while the frequencies of iceA2 gene were 20% (11/55) and 28% (15/54), res-
pectively. The difference of positivity rates of iceAT and iceA2 genotypes between the patient groups we-
re not statistically significant (p> 0.05). There was also no statistically significant correlation between the
genotypes and clinical manifestation (r> 0.01). As a result, H.pylori iceAT genotype was predominant
(58%) in chronic gastritis and gastric cancer patients in our region, however the prevalence of iceA2 ge-
notype was lower (24%) similar to those data reported in the literature. Our results supported the con-
cept that iceA gene reflects geographical differences rather than determining the clinical picture and vi-
rulence. In conclusion, multicenter and large scaled studies are needed for better evaluation of H.pylori
iceA gene and disease relationship.

Key words: Helicobacter pylori; virulence factor; iceAl; iceA2; chronic gastritis; gastric cancer.

GiRis

Helicobacteriaceae ailesinde, insan ve hayvanlarin midesine yerlesebilen, hareketli,
gram-negatif, mikroaerofilik bakteriler yer almaktadir. Bu ailenin insan icin en 6nemli Gye-
si Helicobacter pylori olup, enfeksiyonun tedavi edilmemesi durumunda kroniklesme s6z
konusu olmaktadir. H.pylori'nin hem lokal inflamasyon hem de sistemik olarak hiimoral
immun yanit olusturmasi nedeniyle, enfeksiyonlarin tanisinda histopatolojik inceleme,

hizli Gireaz testi, tire nefes testi, serolojik ve molekiiler ydntemler kullanilmaktadir'-2.
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Enfeksiyonun en 6nemli bulas yolu fekal-oral olmakla birlikte, farkli gecis yollarinin da
bulundugu ifade edilmektedir®. Gelismis (lkelerde eriskinlerin %50si, gelismekte olan
Ulkelerde ise toplumun %80-90"1 H.pylori ile enfekte olmaktadir. Yapilan calismalarda
gastrik ulser, duodenal tlser, MALT (gastrik mucosa associated lymphoid tissue) lenfo-
masi ve distal gastrik kanserde H.pylori'nin major etyolojik roli oldugu vurgulanmakta-
dird4,

H.pylori suslari ile enfekte olan bircok bireyde peptik Ulserin gelismemesi ve bunlarin
asemptomatik kalmasi, peptik Ulser gelisiminde baska faktorlerin rol oynayabilecegini
distindirmektedir. Yapilan calismalarda, peptik Ulserli hastalardan izole edilen suglarda,
bakterinin gastrik mukozaya tutunmasi sirasinda indiiklenen bir gen oldugu saptanmis-
tir®, Epitelyum ile temas halinde indiiklenen bu gen “iceA” (induced by contact with
epithelium A) olarak adlandirilmis ve iki varyanta (iceAT ve iceA2) sahip oldugu belirlen-
mistir’. H.pylori suslarinda iceAT varlig ile peptik iilser arasinda anlamli bir iliski olabile-
cegi ifade edilmekle birlikte bu konuda ortak bir goriis mevcut degildir>.

Bu calismada, Afyonkarahisar bolgesinde kronik gastrit ve gastrik kanser tanisi alan
hastalarin doku orneklerinde H.pylori iceAT ve iceA2 gen bolgelerinin varli§i ve prevalan-
sinin arastiriimasi, klinik gérinimler ile genotipler arasindaki iligkinin irdelenmesi amac-
lanmustir.

GEREC ve YONTEM

Calismada, Haziran 2007-Aralik 2008 tarihleri arasinda, Afyon Kocatepe Universitesi
Uygulama ve Arastirma Hastanesi Gastroenteroloji/Genel Cerrahi polikliniklerine basvu-
ran, dispeptik yakinmalari olan, son bir ay icinde bu sebeple tedavi almamis, endosko-
pik gastrik biyopsi uygulanmis kronik gastritli 55 hastanin antrumunun farkl bélgelerin-
den alinan biyopsi ornegi ile opere edilen 54 gastrik kanserli hastaya ait rezeksiyon ma-
teryalleri retrospektif olarak degerlendirmeye alindi. Afyon Kocatepe Universitesi Tip Fa-
kiltesi Etik Kurul onayi ile gerceklestirilen calismaya, histopatolojik olarak H.pylori pozitif
bulunan 6rnekler dahil edildi. Tim 6rneklerde H.pylori gen bolgeleri “in house” polime-
raz zincir reaksiyonu (PCR) ile arastirildi.

Hastalardan alinan biyopsi 6rneklerinden DNA izolasyonu yapildiktan sonra H.pylo-
riye 6zgll ureA gen bolgesini hedefleyen F; GCCAATGGTAAATTAGTT ve R; CTCCTTA-
ATTGTTTTTAC primer cifti, iceAT icin F; “GTGTTTTTAACCAAAGTATC” ve R; “CTA-
TAGCCATTATCTTTGCA” primer cifti ile iceA2 icin F; “GTTGGGTATATCACAATTTAT” ve
R; “TTTCCCTATTTTCTAGTAGGT” primer ciftleri kullanildi’. PCR reaksiyonu; PCR tam-
ponu (5 pl), 25 mM MgCl, (4 pl), 25 mM dNTP (0.2 pl), T0 pmol primer (1.5 pl),
TagDNA polimeraz (0.5 pl), DNAz bulunmayan distile su (33.8 pl) ve yaklasik 10 ng/pl
olacak sekilde 6rnek DNA'sI (5 pl) seklinde toplam hacim 50 pl olacak sekilde hazirlan-
di. PCR programi isi déngi cihazinda (Techne Genius, Rhys Scientific, ingiltere),
95°C’de 5 dakika, 95°C’de 15 saniye, 55°C’de 30 saniye ve 72°C’de 45 saniye olmak
lizere toplam 40 doéngii uygulandl’. Elde edilen iriinler %1.5’lik agaroz jelde (Sigma,
ABD) elektroforeze tabi tutuldu ve etidyum bromir ile boyanarak, uygun buyuklikte
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bantlarin olusumu molekiler agirlik belirteci (Fermentas 1 kb ladder, ABD) ile karsilas-
tinlarak UV altinda degerlendirildi.

istatistiksel degerlendirme, SPSS programi kullanilarak Pearson ki-kare ve korelasyon
testi ile yapildi ve p< 0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.

BULGULAR

Calismamizda, histopatolojik olarak biyopsi 6rneklerinde H.pylori saptanan 55’i kronik
gastrit, 54’0 gastrik kanserli olmak Uzere toplam 109 hastaya ait tim 6rneklerde, ureA
gen bolgesine 6zglil 246 baz cifti (b¢) blyukliginde bant olusumu saptanmis ve H.pylo-
ri varhgi PCR ile de dogrulanmistir.

Calismaya alinan olgularin %58 (63/109)'inde iceAl, %24 (26/109)’lUnde ise iceA2
genotipi saptanmis, genotiplerin hastalara gore dagilimi Tablo I'de gdsterilmistir. Istatis-
tiksel analizde, kronik gastrit ve gastrik kanserli olgularda saptanan iceAT ve iceA2 pozi-
tiflik oranlari arasinda anlamli bir fark saptanmamustir (Tablo ).

" ou

Histopatolojik incelemede “az”, “orta” ve “cok” olmak lizere skorlanan H.pylori yo-
gunlugu dikkate alinarak yapilan degerlendirmede, hastalarin klinik tanilari ile H.pylori
yogunlugu arasinda bir iliski belirlenmemis; H.pylori yogunlugu ile hasta gruplarinda
saptanan iceATl ve iceA2 pozitifligi arasinda da anlamli bir fark bulunmamustir (Tablo I).

TARTISMA

H.pyloriicin tanimlanan iceAT gen urdnunin, ilerlemis gastrik enflamasyon ve duode-
nal Ulser ile iligkili olabilecegini dustindiren sonuglarin alinmis olmasina ragmen, son yil-
larda yapilan calismalar, iceA'nin, klinik yansimalari ve viriilans ozellikleri ile ilgili iliskisini
desteklemekten ziyade cografi farkliliklari yansittigini vurgulamaktadir®'3. Bazi arastirici-
lar>71416 " jiceA alellerinin peptik Glser gelisimi ile iliskili oldugu yéniinde veri elde eder-
ken, bazilari®'%17 da béyle bir iliskinin olmadigini rapor etmektedirler.

Tablo I. Hasta Gruplarinda iceAl ve iceA2 Genotiplerinin Dagilimi ve Histopatolojik H.pylori Skorlari

Hasta grubu

Kronik gastrit ~ Gastrik kanser Toplam

H.pylori (n=55) (n= 54) (n=109) p* r**
iceAl pozitif, sayr (%) 28 (51) 35 (65) 63 (58) 0.14 0.141
iceA2 pozitif, say1 (%) 11 (20) 15 (28) 26 (24) 0.34 0.091
Histopatolojik skor

Az yogun, sayi (%) 13 (24) 11 (20) 24 (22)

Orta yogun, sayi (%) 22 (40) 25 (46) 47 (43) 0.415 0.023

Cok yogun, say1 (%) 20 (36) 18 (34) 38 (35)

* Pearson ki-kare testi.
** Pearson korelasyon katsayisi.
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Ulkemizde heniiz yeni bir arastirma konusu olmasi nedeniyle iceA pozitif H.pylori sus-
lari ile ilgili bilgiler sinirhdir. Erzin ve arkadaslar'®, calismalarina dahil ettikleri suslarin en
az bir iceA genotipi tasidiklarini bildirmisler; iceAT genotipini %74.7 (68/91), iceA2 ge-
notipini ise %25.3 (23/91) oraninda saptadiklarini rapor etmislerdir. Bu arastiricilar, gast-
rik kanserli olgulardan izole edilen suglarda iceAT genotipinin baskin oldugunu da vur-
gulamislardir'®. Caner ve arkadaslarinin®® calismasinda da, gercek zamanli PCR yéntemi
ile kronik gastritli hastalarin %66.6’sinda iceA2 (20/30; %66.6) pozitifligi saptanirken,
duodenal Ulserli hastalarda iceAT (11/16; %68.8) genotipinin daha baskin oldugu izlen-
mistir. Baglan ve arkadaslari'®, 65 dispepsi ve 22 duodenal (ilserli hastada yaptiklari ca-
lismada, 28 (%32.2) susta iceAT, 12 (%13.8) susta iceA2 ve 22 (%25.3) susta her iki ge-
notipin de pozitif oldugunu bildirmisler, ancak iceA genotipleri ile hastalh@in klinigi ara-
sinda iligki olmadigini belirtmislerdir.

Diinyanin cesitli bolgelerinden yapilan calismalarda, iceAT ve iceA2 prevalansinin po-
pulasyonlara gore farkl oranlarda tespit edildigi bildirilmekte, ancak yine de bircok ca-
lismada iceAT genotipinin baskin oldugu ifade edilmektedir®®-2°. Bizim calismamizda da
iceAT genotipi daha ylksek oranda bulunmus; gastrik kanserli olgularin %65‘inde, kro-
nik gastritli olgularin ise %51’inde tespit edilmistir (Tablo I). Buna karsin kronik gastrit ve
gastrik kanserli hastalar arasinda iceAT pozitifligi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamis ve iceAT varhdi ile hastalik tablosu arasinda bir iliski saptanmamustir. Ca-
lismamizda, iceA2 genotipinin prevalansi ise gastrik kanserli hastalarda %28, kronik gast-
ritli hastalarda %20 olarak belirlenmis olup; benzer sekilde hasta gruplari arasinda iceA2
pozitifligi acisindan istatistiksel olarak 6nemli bir fark izlenmemis ve iceA2 varlig ile has-
talik tablosu arasinda bir iliski bulunmamistir.

Calismamiza dahil edilen hasta ornekleri, histopatolojik olarak H.pylori'nin saptandigi
ve bakteri yogunluguna gore skorlamanin yapildigi 6rneklerdir. Ancak histopatolojik ola-
rak belirlenen H.pylori yogunlugunun, kronik gastrit veya gastrik kanser klinigi ile kore-
lasyon gostermedigi izlenmistir (Tablo 1). Nitekim Celebi ve arkadaslari?! da, kronik aktif
gastrit ve duodenal ilser tanisi alan hastalarda MALT skoru ile H.pylori yogunlugu arasin-
da anlamli bir iliski bulamamislar ve etkin olan mekanizmanin bakteri yogunlugundan zi-
yade immuinolojik uyari oldugu yorumunu yapmislardir.

Sonug olarak bu calismada, hastanemize bagvuran kronik gastrit ve gastrik kanserli
hastalarin doku orneklerinde H.pylori iceA1 genotipi baskin (%58) bulunmus, iceA2 ge-
notipi ise literatuirdeki verilere benzer olarak daha distlik oranda (%24) saptanmistir. Ca-
lismamizda elde edilen veriler, iceA geninin, H.pylori icin klinik tablo ve virtilans 6zellikle-
rinden ziyade cografik farkliliklari yansitmakta oldugu fikrini desteklemektedir. Dolayisiy-
la, konunun aydinlatiimasi amaciyla cok merkezli ve genis kapsamli aragtirmalarin plan-
lanmasinin 6nemli oldugu, calismamizda elde edilen verilerin ilerideki calismalar icin yol
gosterici olacagi inancindayiz.
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