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Sorumlu Yazar 0z

Zehra Safi Oz Amagc: Helicobacter pylori (H. pylori) gastroduodenal inflamasyon, ulser ve atrofik gastrite yol acan
bakteriyel bir patojendir. Mikronutklus (MN)’ lar hiicrenin mitoz bélinmesi sirasinda ortaya ¢ikan esas

E-posta cekirdege dahil olmayan olusumlardir. Bu calismada, H. pylori ile mikrontkleer ve bintkleer hticre

safizehra@yahoo.com arasindaki iliskinin eksfolyatif sitoloji yontemi ile degerlendiriimesi amaglanmistir.

Gere¢ ve Yéntemler: Bu calismada Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Gocuk Gastroenteroloji poliklinigine yasam kalitesini etkileyecek tarzda ciddi dispeptik
yakinmalarla basvuran ve endoskopik biyopsi yapilan hastalar yer aldi. Biyopsi 6érnekleri formalinde
fikse edildi ve parafin bloklardan hazirlanan kesitler Hematoksilen & Eozin (H&E) ile boyandi. H.
pylori varhgr acgisindan 1sik mikroskobik olarak degerlendirildi. Biyopsi sonucu sadece H. pylori pozitif
ornekler calisma grubu (n=30) higbir enfeksiyon etkeni saptanmayanlar ise kontrol grubu (n=30) olarak
alindi. Tim bireylerden alinan yanak epitel hiicreleri lamlara yayildi, % 95’lik etil alkolde fikse edildi ve

Gelis Tarihi Papanicolaou boyama yéntemine gére boyandi. Mikroniikleer ve bintikleer hiicreler iyi boyanmis 1000
18.11.2022 epitel hiicrede sayildi. istatistiksel degerlendirme SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi
Revizyon Tarihi kullanildi ve p<0.05 anlamli olarak kabul edildi.

04.01.2023 Bulgular: Calismamizda yer alan ¢ocuklar 7 ile 15 yagslari arasinda olup ¢alisma grubunun yas orta-
Kabul Tarihi lamasi 11,87+ 2,92, kontrol grubunun ise 11,63+ 2.73'tlr. H. pylori pozitif gocuklarda mikronukleer ve
20.01.2023 bintkleer hicreler kontrol grubuna gére anlamli derecede yuksek bulundu (p<0.001).

Sonuc: Mikrontkleer ve binlkleer hicreler, H.pylori patogenezinde genotoksik hasarin ve diizensiz
sitoplazma béliinmesinin dnemli oldugunu vurgulamistir. Kullanilan yéntemin H. pylori én tanisinda kolay
uygulanabilen, az maliyetli invaziv olmayan tani yéntemi olma ydniinde aday olabilecegi distnllmekle
birlikte bu sonucun daha genis 6rneklemle teyit edilmesine ihtiyac bulunmaktadir.

Anahtar Soézciikler: Biniikleer hiicre, DNA hasari, Helicobacter pylori, mikronikleus, PAP boyama

ABSTRACT

Aim: Helicobacter pylori (H. pylori) is a bacterial pathogen that causes gastroduodenal inflammation,
R —— ulcer and atrophic gastritis. Micronuclei (MNs) are formations that are not included in the main nucleus
GayriTicari-4.0 Uluslararast Lisanst” that emerge during the mitosis of the cell. In this study, it was aimed to evaluate the relationship between
ile lsanslanmstr. H. pylori and micronuclear and binuclear cells using exfoliative cytology method.
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Material and Methods: In this study, patients who applied to the Pediatric Gastroenterology outpatient clinic of Zonguldak Bulent Ecevit
University Practice and Research Hospital with severe dyspeptic complaints that would affect their quality of life and underwent endoscopic
biopsy were included. Biopsy samples were fixed in formalin and sections prepared from paraffin blocks were stained with Hematoxylin &
Eosin (H&E). It was evaluated light microscopically for the presence of H. pylori. Only H. pylori positive specimens as a result of biopsy were
taken as the study group (n=30), and those with no infectious agents were taken as the control group (n=30). Buccal epithelial cells from all
patients were spread on slides, fixed in 95% ethanol and stained according to the Papanicolaou technique. Micronuclear and binuclear cells
were counted in 1000 well-stained epithelial cells. Statistical evaluation SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) program was used and
p<0.05 was considered significant.

Results: The children in our study were between the ages of 7 and 15, and the mean age of the study group was 11.87+2.92, and the control
group was 11.63+2.73. Micronuclear and binuclear cells were found to be significantly higher in H. pylori positive children compared to the
control group (p<0.001).

Conclusion: Micronuclear and binuclear cells emphasized that genotoxic damage and irregular cytoplasm division are important in the
pathogenesis of H.pylori. Although it is thought that the method used may be a candidate to be an easy-to-apply, low-cost non-invasive

diagnostic method in the preliminary diagnosis of H. pylori, this result needs to be confirmed with a larger sample.

Keywords: Binuclear cell, DNA damage, Helicobacter pylori, mikronucleus, PAP technique

Helicobacter pylori (H. pylori), ilk defa 1983 yilinda Marshall
ve Warren tarafindan tanimlanan gram negatif, spiral sekilli,
hareketli, mikroaerofilik ve kamcili bakteriyel bir patojendir
(1). Organizma, dusuk oksijen seviyesi, 6gunler arasinda
uzun araliklar, sicaklik, pH degisiklikleri ve antibiyotik teda-
visi gibi olumsuz ¢evre kosullarinda bile hayatta kalabilmek-
tedir. H. pylori, genellikle spiral seklinde olmasina ragmen
cubuk seklinde de gérdlebilir. Ayrica, uzun sureli in vitro
kiltir ve hatta antibiyotik tedavisi sirasinda kokoid sekil-
lerde de olabilir. Spiralden kokoid forma ge¢gme yetenegi,
ayni zamanda bu bakterinin konakg¢inin gastrointestinal sis-
teminde hayatta kalmak igin kullandigi énemli mekanizma-
lardan biri olup enfeksiyonun tedavisinde blytk zorluklara
neden olabilmektedir (2). H. pylorinin neden oldugu enfek-
siyon, dunyada en sik gorilen enfeksiyonlardan biri olup
diinya nufusunun yarisindan fazlasini etkilemektedir (3-5).
Turkiye’den bildirilen ¢alismalarda yetigkinlerin %70-80 inin
cocuklarin ise % 30-56 sinin bu bakteri ile enfekte oldugu
bildirilmektedir (6). Patojen, ¢cocukluk ¢aginda alinmakla bir-
likte agir klinik tablo genellikle yetiskinlik ddneminde gérul-
mektedir (7). H. pylori gastrik ve duodenal Ulsere ve atrofik
gastrite yol agmasinin yanisira uzun dénemde lenfoma ve
adenokarsinoma da neden olmaktadir (3-5).

Helicobacter pylori tanisinda kullanilan invaziv testler ara-
sinda endoskopik biyopsi ile alinan parcanin histopatolojik
olarak incelenmesi, hizli Greaz testi, kilttirde tretilmesi, PCR
uygulamasi varken invaziv olmayan testler arasinda ise tre
nefes testi, gaitada antijen tayini ve serolojik ve molekuler
testler yer almaktadir (8). H. pylori, gastrik epitelial hiicre
proliferasyonu ve DNA hasarinda artig, inflamasyon, oksi-
datif stres, 6zellikle ¢ift zincir kiriklari ve genomik kararsizli-
ga neden olmaktadir (9-13). Organizma bu hasarlara karsin
DNA tamir mekanizmalarini devreye sokmaya c¢alisirken
bu kez patojen bu tamir mekanizmasini da engellemeye
calismaktadir. DNA hasari neticesinde hiicre ¢ekirdeginde

O6nemli degisiklikler olusmaktadir. Bu degisikliklerden biri
de mikrontkleuslarin (MN) olusumudur. MN’lar, htcrenin
mitoz bélinmesi sirasinda serbest kalan kromozom frag-
mentinin ya da kromozomlarin bir zarla ¢evrilmesi ile olu-
san ve ana nikleusun yaninda yer alan yapilardir. MN’ler
pek cok farkli yéntem ile gdsterilebilmektedir (14-16). DNA
hasari pekgok molekuler ydntemle gosterilmekte ancak bu
yontemler oldukca pahali ekipmanlari gerektirmektedir (17).
MN’lerin 151k mikroskobik olarak degerlendirildigi ydntemler-
den biri de eksfolyatif sitoloji ydontemidir. Eksfolyatif sitoloji
dokulen hicrelerin alinarak lamlar tzerine yayiimasi ve 6zel
boyalarla boyanip mikroskopik olarak incelenmesi esasina
dayanmakta olup yanak ve dil epitel hlcrelerine de uygula-
nabilmektedir (14-18).

Bu calismada, H. pyloriile DNA hasarinin, sayisal ve yapi-
sal kromozom diizensizliklerinin indirekt gdstergesi olarak
kabul edilen mikronikleer ve binikleer hicre sikhgmnin
yanak epiteli hiicrelerinde degerlendiriimesi amagclanmistir.

GEREC ve YONTEMLER

Bu calismada H. pyloriile hicrenin mitoz bélinmesi sirasin-
da serbest kalan kromozom fragmentinin ya da kromozom-
larin bir zarla gevrilmesi ile olusan, ana nikleusun yaninda
yer alan ve DNA hasarinin indirekt géstergelerinden biri olan
mikronukleer hucreler arasindaki iliski arastiriidi. Bu amagla
Zonguldak Bulent Ecevit Universitesi Uygulama ve Arastir-
ma Hastanesi Cocuk Gastroenteroloji Poliklinigine yasam
kalitesini etkileyecek tarzda ciddi dispeptik yakinmalarla
basvuran ve endoskopik biyopsi sonucu H. pylori pozitif ve
negatif bulunan kisiler calisma kapsamina alindi. Calisma-
nin érneklem blyukligi Cohen’nin* tanimladigi “large effect
size” a gore yapildi (19). Hastalarin yasi, cinsiyeti ve bagvu-
ru yakinmalari kaydedildi, kronik enfeksiyonu olan ve surekli
ilac kullandigi belirlenen hastalar ¢alismaya alinmadi.

Bu calismanin etik kurul izni Helsinki Deklarasyonu cerce-
vesinde, Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Klinik Arastir-
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malar Etik kurulundan 03.06.2010 tarih ve 2010/03-11 karar
no ile alindi.

Histopatolojik degerlendirme

Ust GiS endoskopisi yapilarak alinan biyopsi 6rnekleri
formalinde fikse edildi. Doku takibinde parafin bloklardan
hazirlanan kesitler Hematoksilen & Eozin (H&E) ile boyan-
di. H. pylorivarligi agisindan 1sik mikroskobik olarak deger-
lendirildi (Olympus BX 51). H. pylori yogunlugu ise Sydney
siniflamasina gére yok (0), hafif (+1), orta (+2), siddetli (+3)
olarak gruplandi. Biyopsi degerlendiriimesinde ve yanak
epitel hiicre yaymasinda H. pylori ile birlikte farkli bir enfek-
siyon etkeni saptanan bireyler de ¢alisma kapsamina alin-
madi.

Sitolojik Degerlendirme

Calisma kapsaminda yer alan tum bireylerden sitolojik
degerlendirme igin ise yanak epiteli dokintl hiicreleri alinip,
lamlara yayildi ve %95’lik etil alkolde fikse edildi. Hazirla-
nan yaymalar Papanicolaou (PAP) boyama yontemine gére
boyanip 1sik mikroskobik (Olympus BX 51) olarak nikleer
degisiklikler acisindan degerlendirildi. Iyi boyanmis 1000
epitel hiicrede mikronUkleer hiicreler yine ayni mikroskop-
ta sayildi. MN tanimlamasinda; MN c¢api ana nukleusun
1/3’0 kadar ya da daha kucglik olmali, ana nikleus ile ayni
yogunluga ve boyanma kalitesine sahip olmali, ana nlkleu-
sun yakininda ya da aralarindaki sinir belirli olmak kaydi
ile teget olmali kriterleri kullanildi (20). Ayni yaymalar lyi
boyanmis 1000 epitel hicrede binikleer hicre varligi agi-
sindan da degerlendirildi.

istatistiksel Analiz

istatistiksel degerlendirme SPSS 18.0 (SPSS Inc., Chica-
go, IL, USA) programi kullanilarak yapildi. Sayisal degis-
kenlerin normal dagilima uygunluklari Shapiro-Wilks testi
ile incelendi. Sayisal degiskenler icin tanimlayici istatistik-
ler ortalamazstandart sapma ve ortanca (minimum-maksi-
mum) olarak ifade edildi. Sayisal degiskenler bakimindan

iki grubun karsilastirimasinda Mann-Whitney U testi kul-
lanildi. Sonuglar % 95 guven araliginda degerlendirildi ve
p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.

BULGULAR

Calisma kapsamindaki hastalarin yaslari 7-15 arasindadir.
H. pylori pozitif (Ort. + SS = 11,87 + 2,92) ve negatif (Ort.+
SS=11,63+2.73) hastalarda kiz, erkek orani aynidir (16 kiz,
14 erkek). H. pylori pozitif hastalarda karin agrisi sikayeti
%93,3 orani ile 6n plandadir. Hastalarin %60’unun (n=18)
bulanti, %40’unun (n=12) kusma, %36,6’undn (n=11) pyro-
sis ve %43,3’Unun (n=13) regurjitasyon yakinmalari ile Kli-
nige basvurmustur.

Endoskopik biyopsi érneklerinde H. pylori varligi ve yogun-
lugu Sydney siniflamasina gére yapilmis olup preparatlarin
degerlendiriimesi 1sik mikroskobik olarak yapilmistir. Sekil
1’ de kriptlerde ve ylzeyel mukus icerisinde yogun basil
morfolojisinde H. pylori ile uyumlu mikroorganizmalar ve
yogun miks tipli iltihabi hicre infiltrasyonu izlenmektedir.
Yer yer bazi alanlarda misin kaybi gortlmektedir (Sekil 1).

Sekil 2 de H. pylori pozitif hastalardan alinan yanak epiteli
6rneklerinde normal epitel hicreler, binukleer hicreler ve
Tolbert kriterlerine gére degerlendirilmis mikrontkleer hiic-
reler sunulmustur. Bazi yaymalarda epitel hicrelerinde tek
mikronukleus gérulirken bazi yaymalarda ise t¢ adet mik-
ronukleus gérulmustar.

istatistiksel degerlendirme sonucunda H. pylori ile enfekte
cocuklarda mikronukleer ve bintkleer hiicrelerin ortalamasi
(median, min-max) kontrol grubuna gére anlamli derecede
yuksek bulundu (p<0.001) (Sekil 3,4).

TARTISMA

Helicobacter pylori, karsinojen oldugu saptanan ilk bakteri
olup diinya nufusunun yaridan fazlasinda bulunmaktadir.
Epidemiyolojik olarak, gelismekte olan tlke populasyonunun
%85-95’inde, gelismis Ulkelerin ise yaklasik %30-50’sinde

Sekil 1: A) Gastrik biyopsi 6rneginde lamina propriada lenfoid agregat olusturan yogun miks tipli iltihabi hicre infiltrasyonu (—)
izlenmektedir (Hemotoksilen-Eosin, x 200) B) Kriptlerde ylzeyel mukus igerisinde H. pylori ile uyumlu mikroorganizmalar (—)
dikkati cekmektedir. Lamina propriada lenfositler, plazma hicreleri eosinofil ve nétrofil I6kositlerden olusan kronik aktif inflamasyon
gorulmektedir (Hemotoksilen-Eosin, x400) C) Y lizeyel mukus icerisinde yogun basil morfolojisinde H. pyloriuyumlu mikroorganizmalar
(—) ve yuzey epitelinde misin kaybi izlenmektedir (Hemotoksilen-Eosin, x 630).
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H. pylori enfeksiyonu vardir (2). Esas olarak midede yer-
lesmesine ragmen agiz boslugu da bu bakteri i¢in iyi bir
rezervuardir (21). H. pylori, midenin epitel hlicrelerine dogru
hareket etmek ve mukus astarina nifuz etmek igin kamgi-
sini kullanir. Konak epitel hlcrelerine baglanmasi adezinler
vasitasi ile olur (2). Kronik gastrit, peptik tlsere neden olan
H. pylorinin fekal-oral ve oral-oral yolla bulastigi gosteril-
migtir (11,22). Kétu hijyen, beslenme ve cografi belirleyici-
lerdeki farkhliklar enfeksiyonda rol oynayan faktérlerdendir
(2). Gastrik kanserler diinya genelinde kanser nedenli 61im-
ler icerisinde ikinci sirada yer almaktadir. Ulkemizde kadin-
larda goérulen en sik 4. kanser tipi, erkeklerde ise en sik 5.
kanser tipi olarak bildirilmistir (11).

Konakgi genetik fakttrleri ve genetik gegmis, bakterinin
enfeksiyondan gastrik kanser olusumuna kadar olan sireci-
ni énemli dlgtide etkilemektedir. Ozellikle bakterinin konakgl
tarafindan aliniminda etkili olan reseptdr genler tGzerindeki
tek nikleotid gen polimorfizmleri enfeksiyon ve karsinoge-
nez arasindaki ince gizgide rol oynamaktadir. Bu genler
ayni zamanda inflamatuar sinyale, olusuma ve otofajiye
yol acan hucresel yolaklar da etkilemektedir (12,23). H.
pylorinin neden oldudu karsinojenezde bakteriyel virtlans
faktorleri, kronik inflamasyonun yol a¢tigi oksijen radikalle-
ri ve oksidatif stres, konakgiya bagl intrinsik ve ekstrinsik
faktorlerin bir butliin olarak tetikledigi epigenetik ve genetik
mekanizmalar rol oynamaktadir (9-13). DNA hasari, MN

s

: Mn !
N
D) &§ pa

poun,
.
i

Sekil 2: Helicobacter pylori pozitif hastalardan alinan bukkal érneklerde A) normal epitel hicreler B) niikleus (N) ve mikronikleus
(Mn, (—) iceren yanak epitel hiicreleri (E) C) nikleus (N) ve l¢ adet mikronikleus (MN, —) iceren yanak epitel hicresi (E)
D) mikronikleus (Mn) iceren epitel hicreleri (E) E) mikrontkleus (MN, —) ve binlkleus (BN, —) iceren epitel hiicreleri F. binukleus

iceren epitel hicresi (BN, —) (PAP x 40).
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Sekil 3: Helicobacter pyloripozitif ve negatif grupta mikrontkleer
hicre orani.

Sekil 4: Helicobacter pylori pozitif ve negatif grupta Binikleer
hicre orani.
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olusumunun temelini olusturur. MN’ler periferal kan lenfo-
sitlerinde incelenebildigi gibi yanak epitel hicrelerinde de
incelenebilmektedir (24,25). Bu yontemde memeli hiicreleri
mikroskopik olarak degerlendiriimekte, ana nikleusa yakin
ancak daha kuguk olan nukleer yapilar incelenmektedir. MN
testi, sigara, pestisid, radyasyon, parazitik enfeksiyonlar ile
cevresel ve mesleki etkileri degerlendirebilmek icin de kul-
laniimaktadir (24-26). Cesitli hastaliklarda MN olusumu ve
sikligr son dénemde énemle Gzerinde durulan konular ara-
sinda yer almaktadir. Suarez ve ark.nin H. pyloriile enfekte
hastalarin periferal kan lenfositlerinde yaptiklari calismada
mikrondkleus sikhgr artis géstermistir. Bulgularimiz Suarez
ve ark.nin bulgulari ile uyum igindedir (24). Calismamizda,
6rnek alimi esnasinda ¢ocuklarda herhangi bir rahatsizlik
ve aclya neden olmayan, maliyeti oldukca disuk ve non-in-
vaziv bir yéntem olan eksfolyatif sitoloji ydntemi kullaniimis
ve mikronikleus sikhigi yanak epitel hiicrelerinde degerlen-
dirilmistir. H. pylori pozitif hastalarin yanak epitel hiicrelerin-
de gérduguimiz ve istatistiksel olarak da anlamli bulunan bir
diger degisiklik ise bintkleer hicrelerdir. Binukleer hiicreler,
birbirinin hemen hemen ayni biyUklikte ve yogunlukta iki
ana nikleus igerir. Bu hicrelerin olusum mekanizmasi tam
olarak aydinlatiimamakla birlikte, hicre bélinmesi esna-
sinda nukleus bélinmesini takiben sitoplazma boélinmesi-
nin gerceklesmemesinden kaynaklandigi distnutlmektedir.
Sitoplazma béliinmesinin olmamasinin ve kontraktil halka
olusmamasinin, hiicre iskeleti elemanlarindan aktin fila-
mentlerdeki hasardan kaynaklandigi disundlmekte olup
H. pylori ve hicre iskeleti hasarina iliskin hicresel dizey-
de calismalara ihtiya¢ bulunmaktadir (26). Sonug¢ olarak,
Helicobacter pylori, yanak epitel hiicrelerinde mikronukleus
insidansini artirmistir. Bu patojen tarafindan olusturulan
DNA hasari, sayisal ve yapisal kromozom dizensizlikleri-
nin indirekt géstergesi olarak kabul edilen mikronukleus tes-
ti ile incelenebilir. Eksfolyatif sitoloji, bu bakteri tarafindan
olusturulan nikleer degisikliklerin yanak epitel hiicrelerinde
incelenmesine olanak verir. Kolay uygulanabilen ve invaziv
olmayan bu degerlendirmede, mikronUkleer ve binUkleer
hicrelerin varhgi, H. pylori patogenezinde genotoksik hasa-
rin ve dlzensiz sitoplazma bdlinmesinin énemli dnemli
oldugunu vurgulamigtir. Bu konunun agikliga kavusmasinin
H. pylori ve gastrik karsinogenez arasindaki iliskinin acik-
lanmasina da 6nemli katkilar saglayacagi dustinilmektedir.

Tesekkiir

Yok.
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Zonguldak Biilent Ecevit Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
kurulundan etik onay alinmistir (03.06.2010 tarih, 2010/03-11 Karar
No).
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