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 مخاط بافت در IL-18 سايتوکاين mRNA بيان بررسي

 استان در پيلوريهليکوباکتر عفونت به مبتلا مارانبي ي  معده

 بختياري و چهارمحال
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 چكيده
 سايتوکاين چندين باشد. مي مرتبط معده مخاط بافت به ايمني پاسخ هاي سلول ارتشاح و معده التهاب با هليكوباکترپيلوري عفونت :زمينه

 هاي عفونت ابد.ي مي تداوم و کرده پيدا گسترش آمده، وجود به موضعي التهاب آن نتيجه در که شوند مي ترشح التهابي هاي سلول اين از

 هايي سايتوکاين هليكوباکترپيلوري عفونت در که دهش گزارش باشند. داشته متفاوتي سايتوکايني بيان الگوي است ممكن مختلف باليني

 جزئيات اما باشند مي مرتبط معده مخاط بافت التهاب با IL-18 و IL-17، IL-23 آلفا(،TNF) تومور نكروزدهنده فاکتور بتا، IL-1 مانند

 است. نامشخص هنوز مختلف التهابي الگوهاي با ها سايتوکاين اين ارتباط و

 از Total RNAکه ترتيب بدين ،گرفت قرار سنجش مورد real-time PCR از استفاده با  IL-18يmRNA ميزان :ها روش و مواد

 التهاب اما بودند منفي هليكوباکترپيلوري به ابتلا لحاظ از که بيمار 13 و هليكوباکترپيلوري عفونت به مبتلا بيمار 15 بيوپسي هاي نمونه

 يcDNA شده استخراج يRNA از گرم يميل 5از استفاده با شد. استخراج کيت دستور طبق biozol معرف از استفاده با داشتند معده

 از استفاده با Rotor-Gene دستگاه در cDNAاز ميكروليتر IL-18، 2 يmRNA سنجش منظور به بعد مرحله در و شد ساخته اوليه

 گرفت. قرار استفاده مورد داخلي کنترل عنوان به اکتين بتا ژن همچنين شد. PCR اختصاصي پرايمرهاي و اختصاصي پروب

 داري معني طور به غيرآلوده افراد با مقايسه در پيلوريهليكوباکتر به آلوده افراد بيوپسي در IL-18 يmRNA بيان مطالعه اين در :ها يافته

 بود. تربالا

 باليني نتايج ايجاد در و هليكوباکترپيلوري، عفونت برعليه Th1 پاسخ پيشرفت و التهابي پاسخ در است ممكن IL-18 :گيري نتيجه

 .باشد داشته مهمي نقش مختلف

 IL-18، mRNA گاستريت، هليكوباکترپيلوري، کليدي: واژگان

ISMJ 2014; 17(4): 533-541 
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 مقدمه

 گرم شكل مارپيچي باكتري يك هليكوباكترپيلوري

 قطبي هاي فلاژل واجد و خميده ميكروآئروفيل، نفي،م

 پوششي بافت از 2891 سال در بار اولين كه است

 (.2) شد جدا انسان معده انتهايي

 انسان معده اختصاصي زاي بيماري يك باكتري اين

 جهان افراد از نيمي از بيش معده در حداقل كه بوده

 فرادا اين از درصد 5 تا 1 حدود و است شده كلونيزه

 كلي فراواني شوند. مي دچار معده سرطان به نهايتاً

 اجتماعي و اقتصادي شرايط به زيادي حد تا عفونت

 دهاني بلع طريق از اغلب عفونت انتقال .است وابسته

 در و خانواده افراد بين اساساً و شده كسب باكتري

 گرفته صورت تحقيقات يابد. مي انتقال كودكي ابتداي

 هاي زخم با باكتري اين ارتباط دهدهن نشان تاكنون

 باشد. مي معده سرطان نيز و اي روده -اي معده

 دنيا سراسر از آمده دست به اطلاعات بررسي در

 سرطان مورد 800000 ،1001 سال در كه شد مشاهده

 000000 سالانه تعداد، اين از و بود افتاده اتفاق معده

 (.2-6) بود شده منتهي مرگ به مورد

 ها آن از خاصي ژن كه هاي موش در گرفته نجاما مطالعات

 هاي سايتوكاين كه دهد مي نشان گرفته، قرار هدف مورد

Th1 كه حالي در شود مي گاستريت پيشرفت باعث 

 معده التهاب از جلوگيري باعث Th2 هاي سايتوكاين

 نتيجه در است ممكن Th1 پاسخ گرايش اين شود. مي

 به پاسخ در معده رومآنت ناحيه در IL-18 توليد افزايش

 (.0) شود  ايجاد هليكوباكترپيلوري عفونت

IL-18 يههمواج در اخيراً كه است سايتوكايني 

 با آزمايشگاهي هاي موش كبد هاي سلول

 شد. شناسايي آكنه باكتريوم پروپيوني ساكاريد ليپوپلي

IL-18 خانواده مشابه عملكرد و ساختار لحاظ از 

IL-1β (.9) باشد مي 

IL-18 همانند IL-1β صورت به بيولوژيكي لحاظ از 

 شود. مي سنتز كيلودالتوني 10 پروتئيني ساز پيش يك

 كيلودالتوني 29 فعال فرم به پروتئين اين تبديل

 انجام (2 )كاسپاز IL-1β مبدل آنزيم ي وسيله به

  بيولوژيكي فعاليت براي برش اين كه (8) شود مي

IL-18 است. ضروري  

IL-18 پاسخ افزايش و ذاتي ايمني پاسخ تحريك با 

Th1 بازي اي عمده نقش ها پاتوژن عليه بر دفاع در 

 (.20-20) كند مي

IL-18 و IL-12 افزايش باعث همسو اثر با 

 از INF-γ توليد و NK هاي سلول ي تهسيسيتوتوكسي

 هاي پاسخ از بسياري (.20) شوند مي ها سلول اين

 IL-12 بيولوژيكي عملكرد مشابه IL-18 سلولي

 آن محركي كمك نقش وجود اين با (.25) باشد مي

 توسط INF-γ توليد و Th1 هاي سلول ازدياد منظور به

 (.26) است وابسته IL-12 هاي فعاليت به ها سلول اين

 و Th1 پاسخ در تعادل عدم اينكه بر مبني اساسي دليل

Th2 مانند مزمن اختلالات به منجر است ممكن 

 شود،  روده التهاب يبيمار و يدتيروئ خودايمن التهاب

 به ايمني پاسخ (.29 و 20) ندارد وجود

 آسيب در مؤثر فاكتور ترين مهم هليكوباكترپيلوري

 با مزمن عفونت (.28) باشد مي معده موكوس بافت

 وسيله به شده توليد INF-γ توليد با هليكوباكترپيلوري

 IL-12 موكوسي افزايش و T (11-10) هاي سلول

 Th1 ي عمده پاسخ دهنده نشان و اشتهد ارتباط

 (.10-15) باشد مي

 به آلوده بيماران در IL-12 يmRNA بيان ميزان

 در CagA ويرولانس فاكتور با هليكوباكترپيلوري

 داري معني طور به منفي CagA آلوده افراد با مقايسه

 بيان تنظيم به منجر نهايت در كه (10) يابد مي افزايش

 NK و Th1 هاي سلول سطح در IL-18 رسپتورهاي
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 (.16) شود مي

 بيماري در IL-18 كه دهند مي نشان اخير مطالعات

Crohn پروتئين از بالايي سطح كه طوري به دارد نقش 

IL-18 در اما دارد وجود بيماري اين فعال حالت در 

 (.19 و 10) دوشيمن مشاهده حالت اين اولسركوليت

 يmRNA نبيا مقايسه مطالعه اين انجام از هدف

IL-18 عفونت به مبتلا معده التهاب داراي بيماران در 

 اما معده التهاب داراي بيماران و هليكوباكترپيلوري

 باشد. مي هليكوباكترپيلوري عفونت بدون

 

 ها روش و مواد

 گيري نمونه

 هليكوباكترپيلوري به مبتلا گاستريت داراي بيمار 56 از

 لحاظ از كه گاستريت داراي بيمار 50 همچنين و

 روش به بودند، منفي هليكوباكترپيلوري به عفونت

 اين در خروج معيار شد. گرفته بيوپسي آندوسكوپي

 عوامل اخير ماه دو در كه بودند بيماراني مطالعه

 يا ها بيوتيك آنتي مانند ضدميكروبي درمان ضدترشحي،

 غيراستروئيدي التهابي ضد داروهاي و بيسموت

 در فوراً شده گرفته بيوپسي هاي هنمون اند. كرده دريافت

 بعد مراحل در تا شدند فريز مايع نيتروژن تانك

RNAشود. استخراج آنها ي  

 از شده گرفته بيوپسي برروي سريع آز اوره تست

 و باكتري تشخيص لحاظ از ها نمونه و شد انجام معده

 سيدني سيستم اساس بر التهاب درجه تعيين

 (.18) شدند بندي درجه

 بر علاوه بافتي نمونه در هليكوباكترپيلوري تشخيص

 انجام PCR روش به شده اصلاح گيمساي آميزي رنگ

 نمونه هليكوباكترپيلوري تشخيص منظور به شد.

 منظور به ممكن زمان ترين كوتاه در بيمار از بيوپسي

 و سلولي تحقيقات مركز به مولكولي هاي تست انجام

 كمك به شد. داده انتقال پزشكي دانشكده مولكولي

 (Bioflux-Japan) بافت از DNA استخراج كيت

DNA در و شد استخراج بيماران معده بافت ژنومي 

 آزمايشات انجام تا گراد سانتي درجه -15 دماي

 باكتري حضور عدم يا حضور آن از پس شد. نگهداري

 16sو UreA هاي ژن حضور بررسي با ها نمونه در

rRNA روش به PCR كمك با ترتيب به ساده 

 بررسي HP64-f\HP64-r و HP1\HP2 پرايمرهاي

 (.00) گرديد

 

 cDNA تهيه و RNA استخراج

  محلول از استفاده با RNA كل استخراج

(Bioflux-Japan)Biozol شركت پروتكل طبق 

 استخراج يRNA خلوص و مقدار شد. انجام سازنده

  نانودرآپ دستگاه از استفاده با شده

(USA، nanodropspectrometer) نسبت و تعيين 

 طول در RNA (Optical Density) نوري جذب

 هايي نمونه از شد. سنجيده نانومتر 190/160 هاي موج

 1/1 تا 9/2 بين ها آن نانومتر OD 190/160 نسبت كه

 مطالعه اين در گرديد. استفاده cDNA سنتز براي بود

 پرايمر از استفاده با RNA از ميكروگرم 2 مقدار

Random Hexamer (Fermentas Revert 

AidTM First Strand cDNA synthesis Kit) 

 اي رشته تك cDNA به سازنده شركت پروتكل طبق

 وجود انكوباسيون مرحله دو اينجا در .شد تبديل

 درجه 65 دماي در دقيقه 5 مدت ابتدا در داشت:

 15 دماي در دقيقه 20 دوم انكوباسيون و گراد سانتي

 درجه 01 دماي در دقيقه 60 سپس و دگرا سانتي درجه

 20 با واكنش نهايت، در گرفت. صورت گراد سانتي

 پايان به گراد سانتي درجه 01 دماي در حرارت دقيقه

 گراد سانتي درجه -00 در شده سنتز cDNA رسيد.
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 شد. نگهداري بعدي مصارف براي
 

 پرايمرها

 بررسي مورد هدف ژن عنوان به IL-18 ژن مطالعه اين در

 ،GENERUNNER افزار نرم توسط سپس گرفت. قرار

PERLPRIMER اطلاعاتي پايگاه و NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) طراحي 

 است. آمده 2 دولج در پرايمرها توالي شد. انجام پرايمرها

 

 پروب و مرهايپرا يتوال (5 جدول

5-AGCCTCGCCTTTGCCGA-3 Forward β-actin  
5-CTGGTGCCTGGGGCG-3 Reverse 

FAM-CCGCCGCCCGTCCACACCCGCC-TAMRA Probe 

5-GACCAAGGAAATCGGCCTCTA-3 IL-18 Forward 

5 CCATACCTCTAGGCTGGCTATCTT-3 Reverse 
FAM-ATTCTGACTGTAGAGATAATGCACCCCGGAC-TAMRA Probe 

 

 Real-Time PCR(TaqmanProb) واکنش

 دستگاه در Real-Time PCR هاي واكنش تمام

(Corbett) Rotor Gene TM 3000 برنامه شد. انجام 

 مرحله گرديد. تنظيم مرحله سه در دستگاه گرمايي-زماني

 به منجر كه دقيقه 20 مدت به گراد سانتي درجه 85 اول

 cDNA هاي مولكول (Denaturation) واسرشتگي

 درجه 85 شامل كه سيكل 05 دوم مرحله شود، مي

 درجه 60 واسرشتگي، جهت ثانيه 25 مدت به گراد سانتي

 شدن جفت براي ثانيه 60 مدت به گراد سانتي

(Annealing) گسترش و (Extension) اين شد. انجام 

 در ميكروليتر 15 نهايي حجم در ها واكنش

 هر تركيبات شد. انجام ليتري ميلي 2/0 هاي ميكروتيوب

  از ميكروليتر 21 شامل واكنش
TaqMan Universal PCR Master Mix  

(2X- rotor gene-Germany،) 0/0 هر از ميكروليتر 

 20 غلظت با برگشت و رفت پرايمرهاي از يك

 20 غلظت با ها پروب از ميكروليتر 1/0 و پيكومولار

 DNase free RNase، 1/ آب ميكروليتر 0 پيكومولار،

 در نظر مورد نمونه گاه آن بود. الگو cDNA ميكروليتر

 براي .دگردي تكثير كلسي 05 و شد داده قرار آنالايزر

 ژن Ct افتراق از نمونه هر در ژن CtΔ ابتدا، ها داده آناليز

 محاسبه رفرانس ژن عنوان به β-actin ژن Ct و مربوطه

 از استفاده با شده آوري جمع اطلاعات نهايت در شد.

 ،SPSS (SPSS Inc، Chicago، Il افزار نرم برنامه

USA )آزمون از استفاده با 26 ويرايش  Mann-

Whitney U يبررس مختلف گروه دو در ژن بيان نظر از 

 افزار نرم از مربوطه هاي شكل تهيه براي .گرديد

GraphPad Prism 5 Demo شد استفاده. 
 

 ها يافته
 و آلوده گروه دو در بيماران جنسيت مشخصات

 00 شامل كل در كه شده ارائه 1 جدول در غيرآلوده

 انحراف و ميانگين باشد. مي زن بيمار 62 و مرد بيمار

 در و 1/01 ±05/1 آلوده گروه در بيماران سن معيار

  بود. 2/08±06/1 آلوده غير گروه
 

 مطالعه مورد تيجمع يفراوان آماري محاسبه (2 جدول

 کل تيجنس 
  مرد زن

 56 10 00 آلوده

 50 10 16 رآلودهيغ

 206 00 58 كل

 

 آلوده افراد در IL-18يmRNA بيان

 غيرآلوده افراد و باکترپيلوريهليكو

 داري معني تفاوت كه (0 )جدول داد نشان آماري آناليز
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 داراي افراد در IL-18 يmRNA بيان ميزان بين

 داراي افراد و هليكوباكترپيلوري عفونت با گاستريت

 دارد وجود (P=0001/0) عفونت فاقد گاستريت

 (.2 )شكل
 

 آلوده افراد در IL18 mRNAبيان آماري محاسبه (5جدول

 غيرآلوده و
 

داد
تع

ين 
نگ

ميا
 

ف
ار

نح
ا

 

ار
معي

 

P
 

IL18 02/8 56 آلوده  20/0  0001/0  

08/20 50 غيرآلود   12/0   

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 

 به مبتلا ريغ و مبتلا بيماران بيوپسي در IL18 mRNA بيان (2 كلش

  پيلورييكوباكترهل

 

 بحث
IL-18 با ايمني سيستم يكننده تنظيم سايتوكاين يك 

 و اتوايميون هاي بيماري در كه است چندگانه اثر

 آرتريت ،Crohn مانند ترتيب به عفوني هاي بيماري

 انسان بدن در لپرماتوز لوئيدوتوبرك و روماتوئيد

 (.01و  02، 19، 10) يابد مي افزايش

 بيوپسي در IL-18 رونوشت سطح مطالعه اين در

 عفونت به مبتلا معده التهاب داراي بيماران

 اما معده التهاب داراي بيماران و يكوباكترپيلوريهل

 شد مشخص و تعيين هليكوباكترپيلوري عفونت بدون

 عفونت به مبتلا بيماران در mRNA سطح بيان كه

 دهد مي نشان امر اين است. بيشتر هليكوباكترپيلوري

 دارد. نقش IL-18 افزايش در هليكوباكترپيلوري كه

 در IL-18 هاي ترونوش كه است شده ثابت همچنين

 پانكراس، هاي سلول همچنين و روده و ايلئوم موكوس

 ،10) رود مي بالا ها سلول از ديگري انواع و كبد كليه،

 (.00 و 01

 برخلاف IL-18 يmRNA عمر نيمه است ممكن

 حقيقت در (.00) باشد طولاني ها سايتوكاين از بسياري

 توالي فاقد شود نمي ترجمه كه IL-18 0' ناحيه

AUUUA باشد. مي است، كننده ناپايدار توالي يك كه 

 عفوني هاي بافت در IL-18 هاي رونوشت بالاي سطح

 فعاليت احتمالاً كه است مطلب اين بيانگر غيرعفوني و

 كنترل ترجمه از بعد سايتوكاين اين بيولوژيكي

 نسبت معده در IL-18 رونوشت بالاي سطح شود. مي

 ،شده انجام همطالع در اما (.10) است بالاتر IL-12 به

 از يهاي سوش با عفونت در IL-12 بيان افزايش

 cagA ويرولانس فاكتور داراي كه هليكوباكترپيلوري

 (.10) است ارتباط در باشند يم

IL-18 فرآيند نيازمند بيولوژيكي نظر از شدن فعال براي 

 تحليل و تجزيه (.05) باشد مي ترجمه از پس آنزيمي

 معده آنترال از آمده دست به هاي ونهنم بيوپسي از حاصل

 موارد در را IL-18 كيلودالتوني 29 بالغ ايزوفرم وجود

 اين با دهد. مي نشان هليكوباكترپيلوري منفي و مثبت

 بيماران در روده موكوس روي بر قبلي مطالعات وجود

 بيان بزرگ ي روده التهاب داراي

IL-18اما (.10) دهد مي نشان را دالتوني كيلو 29 ي 

 اي روده موكوس در IL-18 دالتوني كيلو 10 ساز پيش

 هاي تكنيك (.19 و 10) است شده يافت نيز سالم افراد

 بين تواند نمي IL-18 تشخيص منظور به الايزا مانند كمي

 در كند. حاصل افتراق بالغ IL-18 و IL-18 ساز پيش

  پروتئين بالاي ميزان آن در كه Crohn بيماري
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IL-18 رسيده اثبات به بلات وسترن از دهاستفا با، 

 بيوپسي هاي نمونه در IL-18 كامل پروتئين ارزيابي

 (.19 و 10) دهد مي نشان را IL-18 كاهش يزاالا روش به

 التهابي پيش و تنظيمي هاي سايتوكاين ديگر سوي از

 تحريك هليكوباكترپيلوري وسيله به كه ايمني سيستم

 T هاي سلول عيموض طبيعي پاسخ است ممكن شوند مي

 بيان شده مشخص كه آنجايي از دهد. قرار تأثير تحت را

IFN-γ برخلاف IL-5 و IL-4 از ناشي گاستريت در 

 موضعي Th پاسخ ،كند مي پيدا افزايش هليكوباكترپيلوري

 نظر در Th1 معمول طور به هليكوباكترپيلوري عفونت در

 IL-18 بيان افزايش مطالعه اين در (.06) شود مي گرفته

 به آلوده گاستريت به مبتلا بيماران بيوپسي نمونه در

 مطالعات ديگر در شد. مشاهده هليكوباكترپيلوري

 در معناداري طور به IL-18 سرمي سطح كه شده گزارش

 عفونت با كه معده كارسينوماي به مبتلا بيماران

 (.00) است يافته افزايش داشتند ارتباط هليكوباكترپيلوري

 ويژه توليد براي IL-18 كه درس مي نظر به

IFN- γ از كه هايي موش در زيرا باشد مي ضروري 

 IFN-γ سطح بودند شده غيرفعال IL-18 لحاظ

 در IL-18 بالاي بيان كه صورتي در .كرد پيدا كاهش

 IFN-γ بالاي سطح موجب كه ژن ترانس هاي موش

 بين قوي ي رابطه كه دهد مي نشان واضح طور به شد

IL-18 توليد در آن توانايي و IFN-γ دارد وجود 

 IFN-γ كه دهد مي نشان مختلف مطالعات (.09)

 رسپتورهاي ها، سايتوكاين موضعي بيان تواند مي

 ،II كلاس MHC بيان كموكاين/سايتوكاين،

 كه را كننده تنظيم كمك و غشايي هاي مولكول

 به را T هاي سلول ويژه پاسخ تواند مي

 دهد قرار تأثير تحت را كنند، دايجا هليكوباكترپيلوري

 توليد مستقيماً IL-18 علاوه به (.02-08)

 از TNF-α و IL-1، IL-6 هاي سايتوكاين

 كاهش و گاستريت افزايش قابليت كه ماكروفاژهايي

 (.01) كنديم تقويت دارد، را باكتري تعداد

 ارتباط و معده التهاب ايجاد در IL-18 عملكردي نقش

 اين ارتباط و IL-18 توليد در مختلف هاي سلول

 نيازمند باكتري ويرولانس فاكتورهاي با سايتوكاين

 است. بيشتر تحقيقات

 

 گيري نتيجه
IL-18 و معده التهابي هاي پاسخ در است ممكن 

 هليكوباكترپيلوري شدن كلونيزه به Th1 پاسخ افزايش

 اينترلوكين اين همچنين .كند ايفا مهمي نقش معده در

 عفونت با مرتبط هاي بيماري هنتيج است ممكن

 ايجاد معده التهابي بافت در كه را هليكوباكترپيلوري

 دهد. قرار تأثير تحت شوند مي
 

 قدرداني و سپاس
 ارشد يكارشناس دوره نامه انيپا از برگرفته مقاله نيا

 يمال تيحما با كه باشد يم 206 شماره با اول مؤلف

 يكپزش علوم دانشگاه يپژوهش محترم معاونت

 به يمولكول و يسلول قاتيتحق مركز در و شهركرد

 مراتب مقاله نويسندگان لهيوس نيبد كه د،يرس انجام

 مركز و معاونت آن از را خود يقدردان و تشكر

 .نمايند يم اعلام يتحقيقات
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Abstract 

Background: H. pylori infection is associated with gastritis and marked infiltration of the gastric mucosa 

by inflammatory cells secreting of several cytokines that contribute to maintain and expand the local 

inflammation. Different clinical expressions of the infection may reflect different patterns of cytokine 

expression. Interleukin (IL)-1β, tumor necrosis factor (TNF)-α, IL-17, IL-23, and IL-18 have been 

reported to be involved in H. pylori-induced gastric mucosal inflammation, but the details and relation to 

different patterns of inflammation remain unclear. 

Materials and Methods: Analysis of IL-18 RNA transcripts was performed by real-time PCR. Total 

RNA was extracted from gastric biopsies of 56 H. pylori-infected patients, 50 H. pylori-negative patients 

with gastritis, by biozol reagent according to the manufacturer's instructions. CDNA was synthesized from 

1 mg of total RNA using First Strand cDNA Synthesis Kit (fermentas) and 3 μL cDNA was amplified by 

PCR using the 2x Rotor-Gene Probe PCR Master Mix (QIAGEN) and specific primers for each cytokine 

and β-actin.  

Results: IL-18 mRNA expression was significantly increased in biopsies of H. pylori-infected patients 

compared to H. pylori-uninfected individuals. 

Conclusion: IL-18 may play an important role in the inflammatory response and promoting gastric Th1 

responses to H. pylori colonization, and may ultimately influence the outcome of H. pylori-associated 

diseases that arise within the context of gastritis. 
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