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GIRIS

* Viral hepatit, hem akut enfeksiyona hem de kronik hastalik ve sekele
neden olabilmesiyle énemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Bugin
viral hepatit olgularinin godunda birbirinden farkli bes insan virusunun
(Hepatit A, B, C; D ve E viruslan) etkili oldugu bilinmektedir. Son yillarda
fulminan hepatite neden olan bir Hepatit F virusu ile, olasilikla
kesfedilmeyi bekleyen bir non-B, non-C Hepatit X virusunun varlig
yénunde spekilasyonlar yapiimaktadir.

Kronik hastalia neden olan B, C ve D viruslan iginde, HBV enfeksiyonu
tim evrelerde daha siddetlidir. Siroza ve sonugta HCC'a ilerleme, daha
sikk ve daha erken evrede olmaktadir. Danya saglk &6rgatinin
tahminlerine gére, tim dinyada 2.000 milyon kisi HBV ile enfektedir.
Bunlardan 300 milyondan fazlasi kronik tasiyicilardir ve bu gruptaki
kigilerin %25'i ciddi hastalik gegirme ve sonucta siroz yada hepatoselltiler
karsinom ile 6lum riski altindadir. Ayrica dinya nufusunun dértte (g, bu
virusa 6zg0 enfeksiyonun 6nemli dlzeylerde oldugu béigelerde
yasamaktadir (89),

Insanlik igin bdylesine énemli olan HBV sorununun ¢éziimiine yonelik
caligmalar baglica iki ana noktada yoguniastinimigtir; asilama ve
agilamanin etkili olamadidi enfekte kisilerin sagaltimi. Bu baglamda,
Dunya Saghk Orguta, 1992 yilinda HBV agisimin ulusal asilama
programlarina alinmasini énermigtir ama ne yazik ki Ulkemizde bu hendiz
gerceklestirilememistir. HBV'na karsi diger micadele yontemi olan kronik
vakalarin sagaltiminda, ézellikle Interferon-aifa umut vericidir. Bazi

olgularda siroza ilerlemeyi durdurmaktadir, fakat HCC geligimini



engelleyip engellemedidi hentz bilinmemektedir. Bugtn HBV ile iligkili
hastaliklarda, yodun aragtirmalara odak noktasi olan konulardan biri de
siroza ve HCC'a ilerlemenin &nceden belirlenebiimesine yardimcl
olabilecek yoéntemlerin arastiriimasidir.  Virusun ortaya ¢ikardig
zedelenmeye yanit olarak gelisen hicre proliferasyonunun, timér
gelisimine elverigli bir zemin olusturdugu bilinmektedir. Bu ilerlemede, bir
basamak noktasi olarak hepatoselltler displazinin bulundugu ve siroza
oénch bir lezyon oldugu vurgulanmaktadir. Bu ¢alismada da, kronik HBV
enfeksiyonu ve bu zeminde gelisen siroz ve HCC olgularinda, igik
mikroskobu dlzeyinde yardimci olabilecek bulgulardan rejenerasyon ve
hepatoselliler displazi Uzerinde yodunlasilmigtir. Prolifere olan hicre
nukleus antijeni'nin (PCNA) immunohistokimyasal yéntemle gésterilmesi
ile hlcre proliferasyonu arastiriimis ve proliferatif aktivitenin displazik
degisiklikler yada kronik hepatit ve sirozun diger 6zellikleri ile birliktelik

gbsterip gostermedidi sorgulanmigtir.



GENEL BILGILER:

HEPATIT B VIRUSU:

HBV, taksonomik olarak Hepadna viruslar (=Hepatitis associated DNA
viruses) grubuna dahil edilen bir DNA virusudur. Hepadna viruslar kuguk,
kismen ¢ift sarmalll sirktler viruslardir. Bu grubun O¢i memeli hepatit
virusu [Insan HBV, Kuzey amerika dag sigani (Marmota Monax) HBV, Yer
sincabi (spermophilus beecheyi) HBV] ve iki de kus hepatit virusu (Ordek
hepatitis B virusu, Balikgil hepatit B virusu) olmak Gzere bes Gyesi vardir.
Taminde genom buyUklugua ve yapisi, replikasyon siklusu benzerdir.
Tuml hepatotropiktir, tagiyicilarinda patojendir ve konakta kalarak kronik
enfeksiyon yaratmaya egilimlidirler (30).

Bs Ag

HBcAg/HBeAg
[Niikleokapsid)

Sekil-1: HBV'nun yapisi.

HBV icte nﬁkléik asit iceren bir gekirdek (core) ve dista protein,
karbonhidrat ve lipidierden olusan bir yiizey kihfindan olugur.(Sekil 1)
HBsAg, bu dis kilifin iginde bulunur. Insan serumunda eiektron
mikroskopik calismalarla, G¢ tip zarfli virus partiktld bulunmustur

(30). Bunlardan tam, enfeksiyéz insan HBV partiklli 42 nm g¢apindaki



Dane partiktladdr. Diger partiktller core igermeyen, HBs Ag ve konak
hicre kdékenli lipidierden olusan yuvarlak ve ipliksi partikGllerdir, bunlar
immunojeniktir ama enfeksiyéz degildir. HBV enfeksiyonu sirasinda, hem
enfeksiy6z tam virionlar, hem de ¢ok miktarda infeksiy6z oimayan
partikGiler yapilir. Virusun gekirdegini olusturan niukleokapsid, HBc Ag ve
HBe Ag icerir. HBe Ag'i, HBc Ag'nin bir blttnleyicisidir. Nikleokapsidin
icinde ise, viral DNA (HBV‘genomu) ve DNA polimeraz bulunur. HBV
genomu, cift sarmalli sirkler bir DNA molekdltdir. Genomun digtaki
uzun sarmalt dort potansiyel gen ve tim genomik bilgiyi tasir. HBV
virusunun genleri ve kodladiklari Grtinler Tablo 1'de gésterilmistir.

Tablo-1: HBV' nun genleri ve GrGnleri.

GEN KODLADIGI URUN
S geni HBsAg
C geni HBCcAg

(HBeAg, bunun  yariklanmasi

sonucu olusur)

P geni DNA Polimeraz
X geni X proteini

Bu genlerden, X geni sadece memeli Hepadna viruslarinda bulunur. X
proteininin, virusun yagam siklusu igin énemi tam bilinmemekie birlikte
virusun replikasyonu igin gerekli olmadi§i dustnutimektedir. Olasilikla
virus genleri ile konak genlerinin karsilikli etkilesiminde rol almaktadir (24),
HBV'nun Replikasyonu:

HBV, enfekte bireyde hepatosit igine, hepatosit ylzeyindeki bir reseptére
baglanarak girer. Virusun yGzeyindeki zarf proteinlerinden pre-S1'in,

virusun hucrelere tutunmasindan sorumlu oldudu dustnaimektedir(S6),



Hcre igine girince, virusun dis kilifi kaybolur, DNA' si serbestlesir ve
konak hicrenin nukleusuna girer. Nukleusta, konak hucrenin enzimleri
kullanilarak, DNA'nin RNA kopyasi ¢ikarilir. Bu RNA, hem virus proteinieri
icin mRNA gérevi gorur, hem de yeni DNA molekdlleri yapimi igin taslak
olarak gérev yapar. Nukleusta yapilan viral partiklller sitoplazmaya
salinir, sitoplazmada da bir miktar viral partikil sentezi olur. Sonugta
yapilmig olan bu viral partikdiler bir araya getirilerek hiicre membranindan
tomurcuklanma yoluyla hiicre digina birakilirlar. Tomurcuklanma sirasinda
HBs Ag, konak hicre membranindan kéken alan proteinler ile sariiarak
dolagima verilir. HBs Ag' nin kalan kismi da hem hlcreden disar verilir,
hem de hucrenin endoplazmik retikulumu igine girer. Endoplazmik
retikulumdaki bu birikim, hepatositlerde tipik "buziu cam" gérunimine
neden olur. HBV enfeksiyonu sirasinda, HBc Ag'i hepatositlerin nukleus
ve sitoplazmalarinda bulunur ve serumdaki miktarlan élgtlemiyecek kadar
azdir. Bunun eriyebilir komponenti olan HBe Ag ise, virusun replikasyonu
sirasinda, tam virionlar ve HBs Ag ile birlikte seruma sekrete edilir. HBV
DNA ve DNA polimeraz da, virusun replikasyonu sonunda seruma
saliniriar(30),

Akut HBV enfeksiyonunda, serumda ilk beliren HBs Ag' dir. Akut veya
kronik, aktif HBV enfeksiyonunu belirtir, klinik hastalik sirasinda pik yapar
ve 3-6 ayda (iyilesme dénemi) tespit edilemeyecek dlizeylere iner. Bir
slre sonra serumda HBe Ag, HBV DNA ve DNA polimeraz belirir. Bunlar
aktif viral replikasyonun ve enfektivitenin sGrdGguna gésterir. HBV
enfeksiyonunun bu proliferatif fazinda aktif virus replikasyonu vardir ve
HBV DNA hepatositlerde epizomal formda bulunur, virionlar ve viral
antijenler tam olarak yapilir. Bu fazda zedelenmis hepatositlerdeki HBs Ag
ve HBc Ag'ne kargi sensitize olmus T lenfositleri karaci§er hasarinin

bulundugu bélgelerde izlenir. HBc Ag'i hepatositlerin hem nukleuslarinda



hem de membranlarinda gésterilebilir. HBe antijeni devam eden virus
replikasyonunun géstergesidir. Serumda HBe antijenine karsi gelisen
antikorlarin (Anti-HBe) belirmesi virus replikasyonunun sonlandigini
gosterirr HBV-DNA'min  serumdan  kaybolmasi  bugin  virus
replikasyonunun durdugunu belirleyen en degerli kriter olarak kabul
edilmektedir{56),

Virusun yagam siklusunda proliferasyon fazini, entegrasyon fazi izler. Bu
fazda virionlar artik yapilmaz. Virus, karacijerden yok edilemez ve
persiste olursa, virus DNA'si konak hucrenin genomu igine yerlesir.
Antijenlerin ve T htcrelerine karg! antijenik ¢ekicili§in ortadan kalkmasi ile
ve antijenlere karsi yapilan antikorlarin belirmesi ile enfektivite sona erer,
aktif karaciger hasari yatigir. HBe Ag ve HBV DNA'nin bu dénemde
serumdan kaybolmayip devam etmesi, sUregelen aktif virus
replikasyonunun géstergesidir ve hastaligin kroniklesecegini gésterir.

HBV ile enfekte olan erigkinlerin cogu asemptomatik yada semptomatik
akut hepatit gegirirler. Hastalarin baydk kismi alti ay iginde iyilesirken az
bir kisminda 6ldurict fulminan enfeksiyon geligir. Erigkin olgularin %
10'unda ve neonatal dénemde enfekte olanlarin % 90''nda kronik
tagiyiciik durumu ortaya ¢ikar.Bu evreden sonra hastaligin gidisi ve klinik
yansimalari olduk¢a degiskendir. Bazi kisilerde, aktif viral replikasyon
yoktur, asemptomatik bir seyir izlenir ve karaciger fonksiyonlari normaldir
(asemptomatik taglyicilik durumu). Bazilarinda ise semptomlar ve virus
replikasyonu sarer, enfeksiyon kronik hepatit, kronik aktif hepatit sirozu ve
bu G¢ durumdan herhangi -birinin zemininde geligen HCC ile seyrini

surdurebilir.



KRONIK AKTIF HEPATIT:

HBV enfeksiyonunda iyilesme, hastanin interferon ve immun sistemlerinin
birlikte ve aktif olarak calismasina bagldir. HBV'nun kendisi sitopatojen
degildir ve virusun eliminasyonu enfekte hepatositlerin immunolojik olarak
eritilmesine baglidir. Viral antijenlere kargi antikor geligirken, hepatosit
membran proteinlerine karsi da otoantikorlar geligir ve virus tasiyan
hicreler yanisira bir miktar normal hepatosit 6lumine de neden olurlar.
Interferon ve immun sistemde bozukluk bulunan kisilerden hastahidin
kroniklestigi dustintimektedir (56),

HBV'nun ortadan kaldirtimasi éncelikle sitotoksik T- lenfositlerince (Tc) ve
dogal élduricta (NK) hlcrelerce gergeklestirilir. Sitotoksik T- lenfositleri
yardimct (TH) ve baskilayici (Ts) T lenfositlerinin etkisi altindadir ve
yuzeylerinde Ana Doku Uygunluk Kompleksi (MHC) sinif | proteinieri ile
birlikte HBV antijenieri bulunduran hepatositleri tanir ve pargalarlar.

MHC sinif | proteinleri bu tanimanin gergekiesmesi igin esastir. Normalde
hepatosit yUzeyinde eser miktarda MHC sinif | proteini bulunur.
Interferoniar, hepatosit ylzeyinde MHC sinif | proteini bulunusunu
arttirarak, enfekte hepatositlerin sitotoksik T lenfositlerince taninmasi ve
yok edilmesini kolaylastinriar. Konagin hlcresel immun yanitinin
uyariimasinda, HBe Ag ve HBc Ag en 6nemli hedeflerdir. Eger interferon
sisteminde bir bozukluk varsa, hepatosit ytizeyinde MHC sinif | proteinleri
yeterince gdsterilemeyecedi i¢in gelisen immun yanit da yetersiz olacaktir.
Tum enfekte olmus hepatositler ortadan kaldinlamadi§i sirece olay
stregelen virus replikasyonu ve buna karsi geligen aralikh immun yanit
ataklari ile strecektir. Virus alti ay iginde elimine edilmedigi ve karaciger

hasari yatigmadigi zaman olay kronik hepatit olarak adlandiriimaktadir.



KRONIK HEPATITTE PATOLOJIK OZELLIKLER:

Kronik hepatitte, herhangi bir kronik inflamasyonda oldugu gibi hucre
hasari, buna eslik eden rejenerasyon ve onarm bulunmaktadir.
Rejenerasyon ve onarim streci sonugta daha saldirgan bir kronik hepatite
ve bir slire sonra da siroza dénistime neden olabilir.

Kronik enflamasyon ve bunun komponentlerinin (hiicre hasari,
rejenerasyon, yangisal infiltrasyon ve onarim) siddeti zaman igerisinde
degisiklikler géstermektedir. Kronik hepatitin siddetini histopatolojik olarak
degerlendirebilmek amaciyla kronik hepatiti; kronik persistan hepatit
(KPH), kronik lobuler hepatit (KLH) ve kronik aktif hepatit (KAH) olarak g
kategoriye ayirma yoluna gidilmistir. Bunlardan KPH'te ve KLH'te
karacigerin normal yapisi korunmustur, ilkinde portal alanlarda, ikincisinde
ise lobdl iginde minimal bulgu mevcuttur ve portal alanlar cevreleyen
sinirlayici plakada piecemeal nekrozu ile erozyon bulunmamaktadir. Her
ikisinde de siroza gegis gozlenmez fakat KPH'ten kronik aktif hepatite
gecis olabilir.

KAH, kronik hepatitin en ciddi ve en kéth prognoziu formudur. Histolojik
olarak KAH tablosu; mezankimal reaksiyon, piecemeal nekrozu, parankim
dejenerasyonu, parankim rejenerasyonu ve safra kanali lezyonlarindan
olugur. Karacigerin normal lobll yapisi bozulmustur, lezyon uniform
dedgildir.

Mezankimal reaksiyonu, lenfositler ve az sayida plazma hticreleri ile
makrofajlardan olugan yangisal bir infiltrasyon, Kupffer hicre hiperplazisi
ve fibroblastik aktivitede art1'§ olugturur. Yangisal hicre infiltrasyonunun
yodunlugu degiskendir, esas olarak portal ve periportal alanlar ile yeni
olusan fibréz képrulerde odaklanir ve buralardan parankime uzanir.
Lenfositler ve plazma hucrelerinin sintzoidleri yaygin olarak infiltre etmesi

aktivitenin bir gbstergesidir. Hepatositlerin ortadan kalkti§i yada



pargalandi§i alanlar kisa bir sire lenfosit, Kupffer hucresi ve tek tik
plazma hucrelerinin olusturdugu kaguk htcre birikimleri ile belirlenirler
(fokal nekroz odaklar).

KAH' in patolojisine hakim olan bulgu piecemeal nekrozudur. Bu,
yangisal hiicrelerin ve parankimi ortadan kaldiran fibroblastik aktivitenin
bir bilegimidir. Portal alanlar ve fibréz septumlarin parankimle karsi
kargiya oldugu bdélgelerde, lenfositler kigtik hepatosit gruplarini yada tek
tek hepatositleri gevreler. Sonugta bu, portal alanlarda hafif genislemeden
belirgin siroza dek degigebilen yapisal bozukluga yol agacaktir. Tum
karaciger boyunca dizensiz dagihm gésterir ve yogunlugu degiskendir.
Parankim dejenerasyonu, virusa kargi gelisen immun yanita bagli olarak
ortaya cikan hepatosit hasandir. Hepatositierde, asidofii ve balon
dejenerasyon gértlebilir. HBV enfeksiyonuna 6zgl olan sitoplazmada
"buzlu cam gérinimd" ile nukleusiarda "kumiu nlive” géranima izlenebilir.
Buziu cam hicreleri, normale gére daha bulylkge, soluk eozinofilik
sitoplazmalariyla  donduruimusg camin  gérinimiine  benzetilen
hepatositlerdir ve sitoplazmadaki bu gérinim prolifere olan diz
endoplazmik retikulum arasinda bulunan HBsAg tubulleri nedeniyle ortaya
¢ikar. Kumlu nlve (sanded nuclei) ise HBcAg igeren dizensiz sekilli,
soluk boyanan - intrantkleer inklizyonlardir. HBV enfeksiyonunda sik
goriimekie birlikte Diabetes Mellitus gibi metabolik hastaliklarda da
benzer bir nukleus gérinimu izlenebilir.

Viral antigen tagtyan hicrelere yénelmis imman yanit hepatositlerde lizise
neden olur. Bu hicre erimesi yaygin hale gelebilir ve képrulesme
nekrozlan olugabilir. Kollabe olmus bir retikulum kusagi (pasif septum),
portal alandan veya anormal bir fibréz gikintidan parankime, bir efferent
vene dogru uzanir. Baglangigta bu retikulum lifleri hafifce ayrilabilir fakat

piecemeal nekrozu ve bunun aktif fibrozisinin varli§inda, buniar hizla
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kollagene donustrler (aktif septum). Bu nekroz koprulerinin, karaciger
boyunca piecemeal nekrozunun daha hizh yayilmasini kolaylagtirdidi ve
varhdinin kétl prognozia birlikte olduguna inaniimaktadir(43).

Parankim rejenerasyonu, olusan karacijer hasarina karsilik olarak
zedelenmemis parankim alanlarindaki hepatositlerin rejenerasyonudur.
Rejenerasyonun morfolojik bulgular;;  karaciger hicre kordoniarinin
kalinlagsmas: ve birden fazla hepatosit igermesi ile sitolojik degisikliklerdir.
Duzenli sekilde anastamoz yapan ve radial dizen gdsteren kordoniarin
yerine rastgele duzenlenen kordonlar gérilUr. Rejenere olan hepatositler
hicre kordonlarinda kalinlagma ve duzensizlik yanisira rozetler de
olusturabilir. Rozet olusumu genellikle portal alanlara komsu bdlgelerde
meydana gelir. Rozetler ortada bir lumen halinde izlenebilen bir safra
kanaliktll etrafinda c¢evrelenen dort ila sekiz hepatositin olusturdugu
ktgtk gruplardir. Bu rozetleri, ince fibréz bir bant gevreler ve bunu komgu
parankimden ayirir. EGer rejenerasyon yeniyse, hepatositlerde lipofiissin
bulunmaz. Sitolojik degisiklikler bintkleer ve multinikleer hepatositlerin
sayisinda arti, nikleer hiperkromazi ve nikleer polimorfizmdir. Hem
multinikleer hepatositler, hem de buylimus hiperkromatik nukleusiar
multiploidiyi temsil eder. Nukleus blyUklUkleri de ploidi derecesine karsilik
olarak degiskenlik géstermeye baglar.

KAH'te, hiperkromatik ve duzensiz sekilli nukleuslar, sitoplazma ve
nukleusta normale oranla irilegme ile karakterli hiicre gruplarinin ortaya
cikigt  seklinde tanimlanan ve hepatoselliller displazi olarak
isimlendirilen degigiklikler de gérular. Displazik hlcreler diger nedenlere
bagh KAH' lerde de gérulmekle birlikte en ¢ok HBV'a badii kronik
karaciger hastaliklarinda izlenir. HepatosellUler displazi ileride daha

ayrintilt olarak incelenecektir.
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KRONIK AKTiF HEPATIT SiROZU:

Siroz, birgok hastaliin farkl yollardan gegerek ulastigi bir son dénem
karaciger hastaligidir. Bu tablonun temelinde birbirinden farkli birgok
hastalik durumundan biri bulunabilir. HBV enfeksiyonuna bagli KAHS
Afrika ve GOnéydogu Asya'da siktir, geligmis Ulkelerde ise sirozun en
yaygin nedeni alkolik karaciger hastaligidir (57),

Altta yatan etyolojik faktér ne olursa olsun, sirozun ¢ énemli tanimlayici
6zelligi /) tim karacigerin diffiiz olarak tutulmasi, i) fibrozis gelisimi, iij)
nodiillerin varhdidir.

Siroz genellikle yiliarca stren uzun bir periyod boyunca yavagga gelisir ve
geligimi igin etyolojik faktérin duzenli ve sabit uyarimi gereklidir. Bu
stimulus dizenli olarak hepatosit hasan ve 6lumine yol acar ve buna
karsilik olarak da rejenerasyon ve onarimin klasik mekanizmalari harekete
gecer. Hepatosit zedelenmesi ve kaybi gelistikten sonra zedelenme
bélgesinde Kupffer hicreleri ve lto hicrelerinin uyarimi ile fibrozis,
zedelenmeye komsu hepatositlerin yaniti ile de rejenerasyon baglar.
Fibrozis, doku zedelenmesinin en belirgin oldugu alanlarda en énce
baglar. Fibrozisin gelisiminde birbiriyle etkilesim halinde olan t¢ temel
faktér vardir; i) Ito htcrelerinin aktivasyonu; i) ekstraselluler matriks
sentezinin artmasi; iii) ekstraselltler matriksin bilesiminin degisimi.

lto hucreleri, zedelenmis karacigerdeki Kupffer hucrelerinden aciga cikan
Kupffer hicre faktérleri ( TGF beta, TGF alfa, Interlékin 1, TNF alfa) ile
yerel eriyebilir faktdrlerin etkisi altinda aktive olurlar. Aktive olmus ito
hlcreleri, kollagen ve diger ' ekstraselliler matriks maddelerinin
sentezinden birinci derecede sorumlu olan hticrelerdir. Etyolojisi ne olursa

olsun sirozda total karaciger kollageni, organin her bir graminda alt! kat
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artig gosterir. Bu total kollagen artisi, Tip | ve lll kollagende orantisiz bir
artigla birliktedir, diger bir deyisle ekstraselliler matriksin bilesimi de
degismistir. Bu kollagenler fibréz septumlarin blytk bir kismini olusturur
ve subendotelyal alanda ince dantel sekiindeki bazal membran benzeri
materyalin yerine gegerek, yogun intersitisyal bir matrikse déntstarur.
Laminin ve fibronektin de subendotelyal aralikta artar. Patolojik matriks
birikimi, asinus iginde hicre zedelenmesi ve inflamasyonun en fazla
oldugu yerlerde en erken géruldtgtnden, HBV enfeksiyonunda fibrozis
portal alanlarin gevresinden baslar.

KAHS'da MORFOLOJIK BULGULAR:

Histopatolojik bulgular yukarida tanimlanan fibrozis, nodul olugumu ve
rejenerasyon Gglusintn ortaya ¢ikardidi géranttlerdir. Bunlara kronik
hepatitte izlenen buzlu cam htcresi, kumiu ntve gérinimu gibi virusa
06zgu degigiklikler ile aktif yangisal yanitin komponentleri de (fokal
nekrozlar, piecemeal nekrozu, portal enflamasyon) degisik derecelerde
eslik eder. KAHS basganli bir gekilde tedavi edilirse yada spontan
remisyon gelisirse enflamasy.on ¢6zilar fakat siroz kalir. Bu bazen inaktif
siroz olarak isimlendirilir ve aktif enflamasyon goértlmedidi i¢in sirozun
diger nedenlerinden ayird edilmeyebilir.

Nodiil yapilan agisindan degerlendirildiginde HBV'na bagdli KAHS, daha
g¢ok, nodll capinin 3 mm'den fazla olduu makronoduller tiptedir.
Noddilerin bayakltkieri birbirinden farklidir ve noddilleri gevreleyen fibréz
bantlarin kalmllk‘larl da degigkendir. Karacigerin normal sekli bozulmustur.
HBV enfeksiyonunda, genig alanlarda parankim kollapsi olustudu igin
ortaya cikan siroz genellikle makronoddiler tiptedir(57).

Noddllerin ¢apinin 3 mm'den az olmasi ve noddilleri birbirinden ayiran
septumlarin kalinliklarinin Uniform olusu ile karakterli mikronodutler siroz

HBV enfeksiyonunda gok nadiren geligir 57).
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Morfolojik olarak rejenerasyon bulgulan, daha énce kronik hepatitte
tammlanmis olanlar rejenerasyon bulgularindan farkh dedgildir. Karaciger
hlcre kordonlarinin kalinlagsmasi aktif rejenerasyonu gdsterir. Hdcre
kordonlarinda blyume hizi farklilik gésterecegi icin, bazi hticre kordoniari
daha hizli geligenlerce basiya ugratilir.  Sirozdaki parankim
rejenerasyonunun ¢ok karakteristik bir 6zelligi, birbirine komsu hepatosit
gruplarinin farkli hizlarda buytmesi ve farkli hiicre ve nukleus 6¢zellikieri
tagimalardir. Hizli bUytyenler daha genis, sikisanlar daha dar htcrelerdir.
Hucre kordonlarinin kalinhdi ikiye katlandikga, nodil énceden varolan
parankimden bélunmas bir parga halindeyken, rejeneratif bir nodule
déntsdr.

Nodlltn blytmesi, hicre 6lumi ve rejenerasyon hizi arasindaki orana
baglidir. Bir nodalde hicre 6luma rejeneratif aktiviteye esit olabilir yada
onu gecebilir yada tam tersine rejenerasyon hucre 6liumunden fazla
olabilir. E§ger genelde hicre 6lumu rejenerasyondan daha fazlaysa klinik
bulgular belirginlesir. Tek tek noduller iginde hiicre 6lima ve rejenerasyon
arasinda bir denge genellikle taninmaz. E§er rejeneratif aktivite, hepatosit
kaybim kompanse etmekten 6teye gider ve fazla olursa, nodul blyar ve

bunu gevreleyen fibréz doku kompresyona ugrar.
KARACIGER HUCRE DiSPLAZiSI:

Karaciger hucre dispiazisi, makrorejeneratif nodtllerle (Adenomatéz
hiperplastik nodul) birlikte hepatoselliler karsinoma 6ncllik eden
lezyonlar olarak kabul edilmektedir (18), »

Hepatosellller displazi ilk kez 1973'te, premalign bir lezyon olarak
tanimlanmigtirt). - Displastik hepatositler, normale oranla buylmas,

pleomorfik nukleuslu, kromatini kimelenmis, nukleus membranlarn
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kalinlasmis ve nukleoluslan belirginlesmis htcrelerdir. Nukleuslar tipik
olarak normalin iki katindan fazla buytkltktedir, nukleus ¢eperleri, normal .
hepatositin dizgun yuvarlak profilinden farkli olarak duzensiz ve késeli
olabilir. Sitoplazma normal hepatosit sitoplazmasindan genigtirt4.69.70),
Multintkieasyon, nukleolus sayisinda artig ve intranlkleer sitoplazmik
inklGzyonlar gérulebilir.

Displazi, alkolik ve kriptojenik sirozda, otoimmuin hastakliklarda da
bulunabilir, fakat HBV ile displazi arasinda siki bir iligkinin varlidi
gosterilmigtir(18), Displastik karaciger hiicreleri, normal karacigerin sadece
kiGglk bir bélumunde (%1) saptanirken, sirotik karacigerlerin % 20-40'inda
ve siroza hepatoselitler karsinomun eslik ettigi olgularin %64- 80'inde
saptanmaktadir (4.16.48), Siroz ve hepatoselitler karsinomun eslik etmedigi
kronik HBV enfeksiyonu olgularinda, karaciger biyopsilerinde %20
oraninda karaciger htcre displazisi bildiriimektedir(2.68.69),

Hepatoselluler displazide gézlenen 'nukleus aberasyonlarinin derecesi ve
dagiimi degigkendir. Atipinin giddetine dayanarak, dusik ve yiksek
dereceli displazi ayirimi yapilabilir. Bu ayinmin biyolojik veya prognostik
6nemi olup olmadigi hentiz bilinmemektedir. Olgularin gogunda displastik
hucreler kaguk, gevreden belli belirsiz ayirt edilen odaklar halindedir ama
siroz nodullerinin tumana kablayabilecegi gibi tek tek hicreler seklinde de
olabilir. Bazi aragtiricilar,displastik odaklarin ve her bir odaktaki displastik
hucrelerin sayisini temel alan bir derecelendirmeye gére, orta derecede
veya giddetli olarak tanimladiklar lezyonlari displazi igin diagnostik kabul
etmektedirler('®). Bu tip kantitatif degerlendirmelerin 6nemi ve
hepatosellGler displazinin neoplastik 6zelligi konusunda hentz kesin bir

fikir birligi bulunmamaktadir.(18.88),
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HEPATOSELLULER KARSINOM:

HCC, en sik goértlen malign karaciger tUméradur, primer karaciger
malignitelerinin yaklasik % 80'ini olusturur. HCC'un ¢arpici 6zelliklerinden
biri, gérulme siklidinin cografik degisiklikler géstermesidir. Kuzey Amerika
ve Bati Avrupa' da, yillik insidansinin 100.000 ndfusta dért ila bes,
Guneydodu Asya ve Afrika'nin bazi bélgelerinde ise, 100.000 nifusta
100'Un Gzerinde oldugdu bildirilmektedir (24.57),

Bu epidemiyolojik degigkenligin, etyolojik ve patogenetik farkliliklardan
kaynaklandigi dugtntlmektedir. Epidemiyolojik caligmalar HCC gelisme
riskini arttiran birgok faktér ve hastaligin varligini géstermistir. Kronik
karaciger zedelenmesi ile birlikte olan birgok hastallk HCC'a
predispozisyon yaratabilmektedir. Bu faktérler icinde, HCC gelisimi ile
arasindaki iligki en iyi ortaya konmus olan HBV enfeksiyonudur. Birgok
epidemiyolojik ¢alismada, HCC' un yaygin oldugu bélgelerle, HBV
enfeksiyonunun endemik oldudu béigeler arasinda cografik uyum
gosterilmigtir 7). HCC insidansinin yuksek oldugu bélgelerde HBV' na
bagdli, genellikle prenatal gegigle kazanilan kronik karaciger hastaii§i en
o6nemli predispozan faktér iken, HCC insidansinin dustk oldugu geligmis
Ulkelerde alkole baghi siroz 6nde gelen faktérlerdendir(52.57.71,77,72,91),
Bununla birlikte, son zamanlarda HBsAg negatif HCC olgularinda,
polimeraz zincir reaksiyonu gibi daha duyarli yéntemlerin kullanimiyla,
ABD'de patogenezi bilinmeyen HCC olgularinin blytk kismindan HCV
velveya okllt HBV enfeksiyonunun sorumlu oldudu gdsterilmigtir(59).
TUméran géraldagdl yag dénemleri ve her iki cinsteki dagilimi da, etyolojik
faktérlerden etkilenmektedir; HBV enfeksiyonu zemininde geligen HCC'da,
erkek/ kadin orani 3:1 ile 6:1 arasinda degismekte iken, normal karaciger

zemininde gelisgen HCC cins ayrimi gézetmez (91). Insidansinin disik
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oldugu bdlgelerde timér 6. yada 7. dekadda, yUksek oldugu bdigelerde
ise 3. yada 4. dekadda daha siktir.

HCC' da MIKROSKOPIK OZELLIKLER:

HCC'da tumér hucrelerinin hicresel ve yapisal 6zelliklerinin  normal
hepatositlere benzemesi tanida en &énemili &zelliktir. Tumér hucreleri
komgu neoplastik olmayan hepatositierden daha buylk veya kulguk
olabilir. Hucreler genellikle poligonal sekillidir, belirgin hiicre membranlari
segilebilir, normal hepatositlere gbre nukleus/sitoplazma orani artmistir.
Sitoplazmalari genis, ince granuler ve eozinofiliktir, nukleuslar kaba
kromatin dagiimi goésterir ve yuvarlaktir. Nukleoluslar genellikle
belirgindir.

HCC'un  mikroskopik gérinimt  olgudan olguya degiskenlik
gdsterebilecegi gibi, tek bir olgunun farkli alanlan arasinda da
degiskenlikler olabilir. Bunun nedeni tumérin gésterdidi farkl histolojik
gelisim modelleridir.  Trabekller, solid, psédoglanduler, pelioid, dev
hacreli, i§ hucreli, berrak hucreli, fibrolameller ve sklerozan olarak
tanimlanan bu modeller HCC'un morfolojik spektrumunun bilinmesi ve
taninmasi agisindan énemli oimakia birlikte fibrolameliar varyant disinda

hicbirinin prognostik dnemi yoktur (33),
HBV ve HEPATOKARSINOGENESIS:

Kronik HBV enfeksiyonu ve HCC gelisimi arasindaki iligki, ilk kez kronik
hepatit, siroz ve'HCC'u iceren bir grup hastada, serumda Hepatitis B
Yizey antijeninin gbsterilmesi ile ortaya konmustur(76), Bu veriler, HCC ve
HBV enfeksiyonu arasindaki baglantiyi gosteren gok sayida ¢alisma ile
dogrulanmgtir (14.23,24.2629,3941), HCC insidansinin yiksek oldugu

bélgelerde, olgularin % 90'' Hepatit B pozitifli§i ile birliktedir. Kronik B
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virusu tasiyicilarinda, HCC gelisme riski enfekte olmamig bireylere gére
200 kez fazladir (7). Genellikle 20 yih asan uzun bir premalign dénem
tumér geligimi igin gereklidir.

Hepadnaviruslar,, tumér olugsumu ile dogrudan iligkinin varliginin
gésterildigi nadir viruslardandir. Tium memeli hepadna viruslarinin ( Dag
sicant HBV, Yer sincabi HBV, insan HBV) neden‘ oldugu kronik
hepatitierin HCC'a siklikla yol agtigi, kontrolli deneyler ve prospektif
epidemiyolojik ¢aligmalarla gésterilmistir. Bunlarin arasinda, en guclu
tamdr indUkleyici daé faresi hepatit B virusudur. Kanserojen madde
icermeyen diyetle beslenmis tam kronik dad sicani hepatit virusu
tasiyicilarinda, deneysel enfeksiyondan 3 yil sonra tek veya multipl HCC
gelisimi gosterilmistir (2. Dag sigani hepatit virusuna bagll kanser
gelisiminde birbirinden ayri premalign evreler tanimianmistir ve bunlar
farelerde kimyasal kanserojenlere bagl olarak olusan karsinogenezise
carpici bir sekilde benzerlik gdstermektedirler . Yer sincabi hepatit B
virusu ve insan HBV enfeksiyonunda HCC gelisimi sikli§1 daha dusuktar.
Hepadna viruslarinin gig¢lt karsinojenik potansiyellerinin, bu viruslarin G¢
6zelligi ile baglantili oldugu dasuntlmektedir; i) bu viruslarin konak hicre
genomuna entegre olmalari; jj) hlcresel promoterleri transaktive eden
polipeptidleri tagimalari; ve iii) kronik hepatite neden olma kapasiteleri.
Hem HBV'nun eslik ettigi insan HCC olgularina, hem de hepadnaviruslari
ile enfekte edilen deneysel modellere ait veriler, virus DNA'sinin konak
hlcre genomuna baglanmasinin malign transformasyon igin gerekli bir 6én
kogul oldugunu  go6stermektedir(14.23,39,41,57,71,72)  Kronik = HBV
tastyicilaninda gelisen HCC olgularinin %80-100'Gnde, HBV DNA'nin
entegrasyonu bildiriimektedir (®1). Entegre olmus virus DNA'sinin, timdre

komsu, malign olmayan hepatositlerde ve hicresel atipi alanlarinda da
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gosterilmesi, virus integrasyonunun tumér gelisimine o6nculuk ettigini
dusindirmektedir(75),

Son yillarda, kronik HBV enfeksiyonu zemininde timér gelisiminde g
olasi mekanizma Uzerinde durulmaktadir. Bunlardan birincisi; kronik
enflamasyonun rastiantisal mutasyonlar ve viral entegrasyonlara neden
olmasi; ikincisi .entegre olan virus genlerinin, konak hicre genlerinde
degisiklie neden olmasi; GglinclisU de, virus genleri ve gen Grinlerinin
dogrudan onkojenik etkiyle timére neden olmasini igermektedir.

1- Rastlantisal mutasyonlara ve rastgele viral entegrasyonlara neden olan
kronik enflamasyonu temel alan mekanizmaya gore; kronik viral
enfeksiyonun, kronik hepatiti baslatmasiyla, HBV enfeksiyonuna 6zgu
olmayan, surekli hiicre 6lumi ve rejenerasyonunu igeren, genel bir
mutasyon olu§turucd mekanizma ¢alistinimaktadir. Hucreler rejenere ve
prolifere oldukga, hepatosit ve virus genomunda rastgele mutasyonlar
oldugu ve malign dénustmin gergeklestigine inaniimaktadir. Etyolojik
ajanin bu modeldeki rolti (6r HBV, alkol), konak immun yanitini stimule
etmek ve hepatbsit nekrozunu baglatmaktir. HCC gelisen HBs Ag pozitif
hastalarin %60-90'inda siroz da bulundugu icin, sirozun kendisi de tumér
gelisiminde bir kofaktor olarak kabul edilmektedir(®1).

Bu mekanizma, HBV enfeksiyonu digindaki kronik karaciger
hastaliklarinda HCC geligimini kismen agiklamakla birlikte HBV' nun eslik
ettii HCC olgulan igin yetersiz kalmaktadir. Birincisi, virus DNA'sinin
konak hicre genomuna entegre olmasi igin enfeksiyonun kroniklesmis
olmasinin gerekip gerekmedigi agik degildir. HBV DNA konak hcre
genomuna, enfeksiyonun ¢ok erken evrelerinde entegre olabilir. Deneysel
HBV enfeksiyonundan sonra, fetal hepatosit kuitiirlerinde 5. glnde
entegrasyonlar saptanmistir(72), lkincisi, baglangigta hepadna viruslarinin

entegrasyonunun spesifik kromozom bélgeleri yada spesifik hicresel
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genler igin segicilik gdstermedidi ve rastgele oldugu dusunuimisse de,
son zamanlarda virus entegrasyonunun ve konak hlcrede geligsen
mutasyonlarin rastgele olmadigim gésteren veriler elde edilmistir.
Entegrasyonlarin konak hucrede 11. ve 17. kromozomlarda daha sik
oldugu bildirilmektedir (57.72), Onceleri hiicre genomu igine yerlesen virus
genomu bdlgesinin de herhangi bir genom pargasi oldugu dastnaltrken,
son zamanlarda, virus genomunun bazi bélgelerinin (pre-S bélgesini, HBs
Ag'ni, X geni Grindnd ve HBc Ag'ni kodlayan genler) tercihan entegre
oldugu saptanmistir.

2- Entegre olmus virus genleri tarafindan, konak hicre genlerinin
ekspresyonunun dogrudan dizenlenmesini igceren mekanizma:

Bu mekanizma virusa daha aktif bir rol 6n gérmektedir. Burada virusun
dlzenleyici genlerinin, konak hicre genomunda spesifik bdlgelerin
komsulugunda yerlegerek, konak htcre genlerinde degisiklide neden
oldugu 6éne surtlmektedir. Konak hicre genlerindeki degisiklik, ya konak
hicredeki protoonkogenlerin ekspresyonun yeniden duzenlenmesi, yada
tumdr gelisimini  baskilayici (sGpressor) genlerin etkisinin ortadan
kalkmasi seklinde olabilir. Teorik olarak, konak protoonkogenilerinin ve
konak tumér gelisimini baskilayici genlerinin, HBV tarafindan yeniden
dizenlenmesi igin; i) virus genomunun spesifik bélUmlerinin, bu konak
genlerine komgu olan spesifik bolgelere segici olarak entegre olmasi,
diger bir degisle entegrasyonlarin rastgele degil de selektif olmast; ii ) bu
hicresel genlerin ekspresyonunun entegrasyon ve hicresel
transformasyon sirasinda degismesi gerekmektedir.

Hem deneysel modellerde, hem de insan timérlerinde yapilan ¢alismalar
entegrasyonlarin rastgele olmayabilece§ini gdstermektedir. Konak
hicreye virus genomunun belirii bélgeleri 6zellikle entegre olmaktadir ve

virusun yerlesimi konagin duzenleyici genlerini hedef alabilmektedir.
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Insan HCC'larinda, Hbs Ag geni siklikla entegre olmus haldedir. Yine,
hepadna virus entegrasyonlarinin gogunda, X proteini degisiklige ugramis
halde fakat transaktive edici 6zelligini koruyarak bulunmaktadir. X geni
aktarilan hepatositierde tumﬂyle malign klonlarin ortaya ¢ikisi, HBV X geni
tasiyan transgenic farelerde de HCC geli§im'i go6sterilmigtir(51.73), HCC'lu
cocuklarda, HBx geni ve HBs geni entegrasyonunun sik oldugu
bildirilmektedir( 13),

Virusun konak hicreye entegrasyonu ve konak hlcrede olugan malign
dénlsum sirasinda, konak hticre genlerinin ekspresyonunun degistigine
iligkin veriler devbulunmaktadlr. Konak hticre genleri ile ilgili degisikliklere
ait veriler esas olarak, hucrede protoonkogenlerin aktivasyonu, timér
baskilayici genlerin inaktivasyonu ve blylme faktérlerinin asiri ya da
yeniden ekspresyonu ile ilgilidir.

Protoonkogenler, viral transforme edici proteinlerin hiicresel kargiliklandir,
sinyal aktarimi, replikasyon ve transkripsiyon gibi kritik hicresel olaylarda
anahtar proteinler olarak davranirlar. Kalitatif (mutasyon, yeniden
dizenlenme) veya kantitatif ( amplifikasyon, asin ekspresyon)
degisikliklerle transforme edici potansiyel kazanirlar. Spontan ve kimyasal
olarak baglatilan kemirici hepatokarsinogenezisinde, bazi
protoonkogenlerin aktive oldudu (siklikla Ras ailesinin Gyelerinin), bazn
protoonkojenlerih ek§presyonun ise degistigi (c-myc, c-raf, c-yes, c-fos,
erb-B) gosterilmistir(72), Dag sincabi HBV'na bagh
hepatokarsinogenesiste, hlcre blyUmesi ve neoplastik dénGsumi
duzenleyen bir konak geni olan N-myc 2 aktivasyonu sik bildiriimektedir
(7291), |nsan HCC'larinda az sayida timérde N-ras ve Ha-Ras genlerinin

aktivasyonu goésterilmigtir63.72). Dag sicami modelinin insan enfeksiyonu

_le karsilastinlip kargilastirilamiyacadi henlz bilinmemektedir, cink( bu
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modelde tumoér, enfeksiyonun ¢ok erken bir evresinde gelismekte ve
kronik enfeksiyonu olan hayvanlarin timdnde ortaya ¢ikmaktadir.

Insan  tumérlerinde, hUcresel onkogenlerin  komsulugunda HBV
entegrasyonu gdsterilmistir. Hicre bUyumesini dlzenleyen bir gen olan,
retinoik asit reseptérii geninde HBV DNA entegrasyonu gosterilmigtir(S).
Yine bazi insan HCC'larinda, Epidermal Blyume Faktért reseptérinde ve
c-myc geninde aktivasyon gésterilmistir (72),

Bu bulgular hentiz parga parca olmakla birlikte, insan karaciger
karsinogenezisinde, transforme edici genlerin aktivasyonunun yer aldigini
ve genelde kemirici hepatokarsinogenezisinde yer alan gen ailelerinin
katildigini géstermektedir.

HBV integrasyonlarinin, timér gelisimini baskilayici genleri devre digl
birakmalarina iligkin hipotez de oldukga garpicidir. 17. kromozom igine,
p53 geninin yerlesti§i bélgenin civarina HBV  entegrasyonlari
tanimlanmigtir(7®). Hem HCC htcre kulturlerinde, hem de Giney Afrika ve
Cin'de HBV ile iligkili timdrlerde p53 geninde spesifik mutasyoniar
gosterilmigtir (10.40), Hucre siklusunda kritik énemi olan genlerin HBV
entegrasyonu ile degismesi, replikasyonda deregulasyona ve HCC
geligsimine yol agabilir.

3- Virus genleri ve gen Granlerinin dogrudan onkojenik etkisi:

Transgenik farelerle yapilan bazi ¢alismalarda HBY DNA'nin dogrudan
onkojenik etkisini destekleyen veriler elde edildidi bildiriimisse de, bilinen
huicresel yada viral onkogenlerin hicbiri ile HBV DNA arasinda benzerlik
goésterilemedi§i ve ayrica, onkogen igeren higbir hepadna virus genomu
saptanmadigi igin, virusun dogrudan onkojenik oldugu kanitlanamamustir.
Eger dominant bir viral onkogen hticresel déntisimden sorumlu olsaydi,
HCC i¢in tipik olan 20-30 yillik bir premalign periyoddan ¢ok daha kisa bir

strede kanser gelisimi olmasi beklenirdi.
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Yukarida tanimlanan modellerin higbiri timutyle diglayici degildir ve farkli
kosullarda, farkli tumérlerin gelisimini agikliyor olabilir. HBV ile iligkili
timérierin geligiminde olasi senaryo sudur; kronik enfeksiyon surekli
hepatosit hasari, dlzensiz rejenerasyon ve virusun integrasyonuna
neden olmaktadir. Duzensiz hepatosit rejenerasyonu ve virusun
integrasyonu, olasilikla sinerjik etki gostererek, ya dogrudan viral
onkogenlerin yapimi yoluyla yada indirekt olarak hicresel onkogenlerin
dizenlenmesiyle malign transformasyonu indUklemektedir. Bazi
timorlerde hicresel onkogenlerin  ekspresyonunda artis gésterilmis
olmakla birlikte, bu mekanizmanin tim tamdrier icin gegerli olup oimadigi

tartismalidir.

HUCRE PROLIFERASYONU VE PROLIFERE OLAN HUCRE NUKLEUS
ANTIJENI:

Tam olarak gelismis bir organizmada diferansiye olmus hucreler
proliferasyon kapasitesi agisindan degerlendirildiginde labil (strekli
yenilenen), stabil (duruma bagh olarak yenilenen) ve kalici hiicreler
seklinde Gg gruba ayinlir. Karacigerin hepatositieri, normal kosullarda
mitotik bélinme gegirmeyen fakat mitoza girme yeteneklerini tim
yagsamlarn boyunca koruyan hiicreler olarak stabil hicreler grubuna
girerler. Normal olgun karaci§erde hucrelerin %0.5- 1' i bélunmektedir
fakat karaciger kendi kitlesinin 3/4'int 6 ayda yeniden yerine koyabilecek
bir yenilenme kapasitesine sahiptir. Prolifere olmak Gzere uyarildikiar bir
durumda, protoonkogen aktivasyonu yada tumér gelisimini baskilayici

genlerin inaktivasyonu ile genetik degisime ugrayabilirler (63),
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Karacigder hicre rejenerasyonunun énemli bir uyaricisi TGF-alfa'dir. Hlicre
buyUumesinin baslatnlmasu hicre proliferasyonunda yer alan
protoonkogenilerin ekspresyonunda artmayla birliktedir (6r: c-fos, c-myc ve
c-ras)'?). Bunun tersine karacifer kitlesi yerine konduktan sonra
buyUmenin durmasi da, yine karaciferin kendisi tarafindan yapilan
bﬁyﬂme inhibitorleri tarafindan saglanmaktadir. Bunlardan birisi TGF-
beta'dir. Bu polipeptidi karacierin parankimal olmayan htcreleri (Kupffer
hicreleri, fto hicreleri vb) yapar2). [ster rejeneratif olsun, isterse
neoplastik olsun proliferasyon hlcre siklusuna girerek gogaima geklinde

olmaktadir.
Hiicre Siklusu:

Hucre siklusu ilk taninmaya baglandid yillarda kabaca mitoz fazi (M fazi)
ve interfaz olarak ikiye ayminimisgtir. Bugln interfazin, aktif hucre
bélinmesini igermeyen, birbirini izleyen G1, S ve G2 fazlarindan olustugu
kabul edilmektedir (36). S fazi, DNA'nin replike oldugu ayr bir periyoddur,
mitozun baslamasindan bir stre énce gergeklegsmektedir stresi 6-24 saat
arasinda degismektedir. Mitoz fazinin sonu ile S fazi arasinda G1 faz
bulunmaktadir, bu genellikle hlicre siklusunun diger fazlarindan daha
uzundur ve DNA sentezinden o©nceki normal hiicre metabolizmasini
yansiti. S fazinin sonu ile M fazinin baglangici arasinda G2 fazi
bulunmaktadir. Bu nispeten kisa surelidir ve hticrelerin bélinmeye hazirlik
yaptigi dénemdir. Mitoz fazi ise profazdan hicre bélinmesine kadar
yaklagik bir saat stirmektedir. Hicre siklusunun Go olarak isimlendirilen
bir b6lumu daha bulunmaktadir. Bu bélim hicre sikiusuna girmeyen,
mitoza gitmeyen stabil hicre durumunu tanimlamaktadir. Go fazindaki

hdcreler uygun bigimde uyarildiklarinda yeniden interfaza gegmektedirler.
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Surekli bélinen (labil) hdcreler, bir mitozdan diderine surekli hcre
siklusuna girerler. Bélinmeyen (kahé:) hlcreler, hucre siklusunu terk
etmigtir, yaslanir ve oélurler. Istirahat halindeki (stabil) hicreler Go'da
kaltyor gibi dusgtinulebilir fakat uygun bir uyaranla uyarilinca G1'e gegerler.
Hicre siklusu ile bilinmeyen birgok yén bulunmakla birlikte, hicre
siklusunun belirli agamalari ile es zamanh olarak fonksiydnel durumu,
dlzeyi ve/ veya aktivitesi artan birtakim hiicresel molekillerin 6zellikie
proteinlerin varli§i ortaya konmustur. Bu proteinlerden bazilar; Ki-67,
Prolifere olan hicre nukieus antijeni (PCNA), ve DNA polimeraz alfadir.
Bu proteinlerin ve htcre siklusu ile iligkili diger yéntemierin aracili§i ile
cesitli dokulara ait hlicrelerde, &zellikle timér hucrelerinde proliferasyonu
ve proliferasyon indeksini belirlemeye yoénelik galigmalar yapilmaktadir.
Bu proliferasyon belirleyicileri, asagida 6zetlendidi gibi hicre siklusunun
belirli fazlarini géstermektedirler.

1- Mitoz sayimi: M fazi prolifere olan hticre popilasyonunun kugik bir
bélumanu yansitir ve en kisa strelidir.

2- Timidin igaretleme yéntemi (H-TdR): Bu yontemde timidin sadece aktif
proliferasyon gésteren hdcrelerle bagdlanir. Bu yéntem aktif S fazindaki
DNA sentezini ve hicre siklusunun sresini élger.

3- Bromodeoksilridin isaretieme yontemi: S fazini gésterir.

4- Ki-67: Bu protein hucre siklusunun G1 fazi ortasinda artmaya baglar,
G1, S, G2 ve M fazinda mevcuttur. Hucre siklusuna girmeyen hticrelerin
Go ve erken G1 fazlarinda bulunmaz. Doku blyime fraksiyonunun
Olctimesini saglar.

5- DNA Polimeraz-alfa: G1, S ve G2 fazinda nukleusta, M fazinda

sitoplazmada bulunur, Go'da bulunmaz.
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6- PROLIFERE OLAN HUCRE NUKLEUS ANTIJENI (PCNA):

Miyachi ve arkadaslari62 1978' de, sistemik Ilupus eritematozuslu
hastalarin serumiarinda sadece proliferasyon gdésteren hucrelerin ntikieer
antijenleri ile reaksiyon veren bir otoantikor bildirmislerdir. Bébrek tubulus
ve glomerul hicrelerinde, karaciger parankim hucrelerinde ve uyariimamis
periferik kan lenfositlerinde bulunmayan, buna karsilik lenf nodulleri,
dalak ve timustaki birgok hicre ile doku kultUriinde jenerasyon siklusunun
hizli oldugu bilinen hicre dizilerinde, ayrica gesitli mitojenlerle uyariimig
periferik kan lenfositlerinde de bu nlkleus antijenlerinin  &nemli
miktarlarda bulundugu goésterilmigtir. Proliferasyon gésteren hucrelerin
nukleuslarinda yogunluklu olarak saptanmasindan yola c¢ikarak da
prolifere olan hlcre nukleus antijeni adi verilmistir. Bundan ba§imsiz
olarak, Celis ve arkadaglan (12, 1984' te iki boyutlu jel elektroforezi
yardimiyla proliferasyon gésteren hicrelerde, htcre sikiusu ile iligkili bir
nukieus proteni olan Siklin'i tanimlamiglardir. Yine 1984'te Mathews ve
arkadaglari®0), PCNA ile sikiinin ayni protein oldugunu ortaya
koymuglardir.

Prolifere olan hiicre nikieus antijeni (PCNA) yada diger adiyla siklin
(Cyclin) 36-kilodalton agirhginda bir nukleus proteinidir ve DNA polimeraz
deltanin kofaktérl olarak gérev yapar. PCNA hiicre siklusu sirasinda
ortaya ¢ikan, normal proliferasyon gésteren hucreler ile tuUmérierde
sentez edilen, sentez hizi hiicrelerin proliferasyon ve DNA sentezi hizi ile
dogru orantili olan bir proteindir (7,12.60.62) |stirahatteki hlcreler farkli
mitojenlerle uyariidijinda ayni derecede PCNA ve DNA sentezi yapildigi
gésterilmigtidei).'H(Jcre siklusu sirasinda PCNA duzeyleri oynamalar
gostermekte, G1 fazinin sonunda, DNA sentezinden hemen énce giderek
artan miktarlarda htcrelerde belirmekte, S-fazi sirasinda &zellikle

yukselmekte ve G2 fazinin baginda kaybolmaktadir®). Biyolojik yariémri
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yaklagik 20 saattir ). Organik géztculerle tespit ediimis htcrelerde PCNA
boyanmasi DNA sentezinin yer aldi§i intranlkleer alanlarda lokalize
olmaktadir. Aldehitleri kullanarak fikse edilmis hlcrelerde ise PCNA'nin
dagihmi farkhdir ve hticre siklusu boyunca yogun diffiz ntkleer boyanma
saptanir (6.62), PCNA'nin S fazi sirasinda nukleustaki dagihminin DNA
sentezine bagli oldudu, olasilikla Gifazi sirasinda biraraya gelen, DNA
sentezine yardimci olan ve S-fazinin sonunda dagilan bir replikasyon
kompleksine dahil oldugu éne strGimustar (8.2), Hem hiicre DNA sentezi
ve onarimi i¢in, hem de hicre siklusunun ilerlemesi igin PCNA'nin gerekli
oldugu gosterilmigtir (45.46),

PCNA'ni hucrelerde ve dokularda gostermeye yoénelik ¢alismalara
otoimmun hasta serumundan elde edilen poliklonal antikorlarn
kullaniimasiyla baglanmigtir. Ogata ve arkadaglan (64.65), 1987' de alkolle
veya metakarnla tespit edilmis histolojik materyalde PCNA ile reaksiyon
veren iki monoklonal antikor (19A2 ve 19F4) dretmislerdir . Bu iki
monoklonal antikor , saflagtinlmis tavsan timusundan elde edilmig
denattre PCNA ile normal farelerin aktif olarak immudnizasyonu sonucu
elde edilmistir ve PCNA'in N terminalinde lokalize olan epitoplan
tanimaktadir (%), 19A2 ve 19F4 farkli memeli tarlerine ait PCNA"
tanimaktadir (64, Bununla birlikte dogal PCNA ile immunopresipitasyon
yaparﬁamakta ve PCNAne bagimii DNA replikasyonunu inhibe
edememektedir(8?),

Daha sonra 1990'da, bakterilerde PCNA'ni ortaya ¢ikararak
denatlrasyona neden olmayan kogullarda saflastiriimis ve bununla
farelerin immunizasyonundan elde edilen, 11 yeni monokional antikor
tanimlanmigtir (87), Hall ve arkadaglar (3%) , bu monokional antikorlardan
PC10 klonunu; normal dokular, meme karsinomu, pankreas tUmérl ve

Non Hodgkin lenfomayi igeren bir grup doku kesitinde c¢aligmiglardir.
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Normal eriskin dokularinda nukleusta diffiz ve/veya granller boyanma
seklinde izlenen PCNA htcre proliferasyonu ile birlikielik gostermistir.
Boyanma, yazarlarin aktif proliferasyon gosterdigini énceden bildikleri
dokularda ortaya ¢ikmistir. Lenfoid dokuda germinal merkezlerdeki
hicrelerde ve parakortekste daginik birkag hicrede, ¢ok kath yassi
epitelin bazal tabakasinda, kil follikGld hucrelerinin buytk bir kisminda,
mide, ince barsak ve kolonun proliferatif kompartmanlarinda izlenmistir.
Endometriumda, proliferasyon fazinda gland epiteli ve stroma
hicrelerinde pozitiflik saptanirken ileri sekresyon fazinda saptanmamigtir.
Testislerde spermatogonialarin  ¢odu boyanirken, spermatidlerde,
spermierde, intersitisyel hlcrelerde ve Sertoli hucrelerinde boyanma
oimamistir. Overde meyotik bélinme halinde olan hucrelerde, hem
nukleusta hem sitoplazmada saptanmistir. Prolifere olmayan hucrelerde
yada yenilenme hizi digtk olan hicrelerde ( erigkin santral ve periferik
sinir sistemi hicreleri, diz kas, kalp kasi, normal hepatositler) PCNA
boyanmasi minimal bulunmustur. Karacigerde Kupffer hicrelerinde seyrek
pozitiflik saptanmistir.

PC 10 klonu immunoreaktivitesi 1s1 etkisinde blylk oranda azalmaktadir,
formalin, metakarn ve Bouin solusyonu ile tespit edilmis dokularda
kullanilabilmektedir. Metakarnla tespit edilmig dokularda yalnizca grantler
nikleer boyanma izlenirken, diger solusyonlarla tespitten sonra diffiz ve
granuler nukleer boyanma saptanmistir.

PCNA' nin normal dokularda'gésterilmesi proliferatif potansiyeli yakindan
yansitmakla birlikte, neoplazmlarda daha karmasik ekspresyon bigimleri
gorulmektedir. Proliferasyonla birlikte olan gesitli belirleyicilerin prognozia
iligkilerinin, farkh tumér tiplerinde degiskenlik géstermesi PCNA igin de
gegerlidir. Non-Hodgkin Lenfomalarda DNA flow sitometri, Timidinle

Isaretleme, Ki-67 ve PCNAnin immuanohistokimyasal yéntemle
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ugésterilmesi gibi proliferasyonu belirleyen tekniklerin tim prognozla iyi
korelasyon gdstermektedir(22.35:47,54,80,90). Hemanjioperisitomlarda, PCNA
ile prognoz ve histolojik derece arasinda anlamh iliski gdsterilmisken,
DNA flow sitometri bu timérlerde sad kalim orani ile bir iligki-
,géstermemektegir(”). Mide karsinomunda ve gastrointestinal sistemin
stromal timérlerinde PCNA boyanmasinin, histolojik derecelendirme ve
prognozla korelasyon gésterdigi bulunmustur(3.44.93), Filipe ve arkadaslari
(27), mide karsinomunun prekirsér lezyonlarinda, PCNA indeksinde artis
ile glandlardaki PCNA pozitif zonda normal kontrollere gére lokalizasyon
degisikligi ve genigleme saptamisiardir. Akciger tumérierinde, 6zellikle
kigtk hacreli tipte oimayan Akciger karsinomlarinda PCNA ile AGNOR
sayimi, mitotik indeks ve prognoz arasinda korelasyonun varhg
gosterilmig, flow sitometrik DNA analizi ile  heterojen DNA igerigi
saptanan timérlerde PCNA 'indeksinin daha yuksek oldugu bildirilmistir
(11,28,42,83), Prognoz ve PCNA  arasinda iligki  bé&brek
adenokarsinomlarinda, santral sinir sistemi neoplazmlarinda da
gosterilmistir (1.21.34), PCNA ekspresyonunun melanositik lezyonlarda da
malign transformasyonta birlikte oldugu bulunmustur (67.81),

Bununla birlikte,‘ en azindan bazi tamérierde PCNA ekspresyonu ile hticre
proliferasyonu arasindaki iligki kaybolmustur. Bunun en belirgin 6rnegi
meme kanseridir. Meme kanserinde, PCNA'nin (hem 19 A2 hem de PC
10) prognozla iligkisi gésterilemezken, bu tumdrierde DNA flow sitometri
prognozu belirleme yonunden deger tasimaktadir(20.3258) By gibi
durumlarda tek bagina PCNA boyanmasi hicre proliferasyonunun bir
belirleyicisi olarak kullanilamaz. Tumérierdeki bu karmasik sonuglarin,
DNA hasan ve onanminin timér hucrelerinde daha yiksek oranlarda
olmasi velveya blyume faktérlerinin yapiminin dedismis olmasina bagli

olabilecegi duguntlmektedir (46),



29

GEREC VE YONTEM:

OLGULAR:

Bu calismaya, serumda HBV markerlan pozitif bulunan ve 1989-1993
yillari arasinda Ege Universitesi Tip Fakuitesi Patoloji Anabilim Dali'nda
Kronik Aktif Hepatit tanisi almig ofan 20 Olgu, Kronik Aktif Hepatit Sirozu
tanisi almig olan 20 olgu alindi. Siroz zemininde geligen HCC olgular,
EUTF Patoloji Anabilim dalinda, 1979- 1993 yiliari arasinda bu taniyi alan
50 olgu iginden segildi. Bunlardan 12 tanesinde serumda HBV
belirleyicileri pozitifti. Kalan 38 olguda ise immunohistokimyasal yéntemle
dokuda HBcAQ'nin varligi aragtirildi ve sekizinde pozitif bulundu. Sonugta
HBV belirleyicileri pozitif olan 12 olgu ile dokuda HBcAg pozitif olan sekiz
olgu (toplam 20 olgu) ¢alismanin "HBV' na bagl siroz zemininde geligsen
HCC" grubu olarak ¢alisma kapsamina alindi. Kontrol grubu olarak ise 10
normal karaciger biyopsisi segildi.

KAH ve KAHS olgularinin timinde incelenen doku o6rnekleri igne
biyopsisi materyali iken, siroz- zemininde gelisen HCC olgularinin besi
kama biyopsi, ikisi parsiyel hepatektomi, 13'l ise igne biyopsi materyeli
idi.

Tum olgularda serolojik belirleyiciler, laparaskopik inceleme bulgulan ve
tedavi planlan incelenerek .innik korelasyon saglandi. KAH ve KAHS
grubunda, hastalarin interferon \tedavisi almadan 6nce yapilmis olan
biyopsi materyalleri calisma kapsamina alind.

HISTOPATOLOJIK INCELEME:

Tum olgularda ilk taninin dogrulanmasi, rejenerasyon ve hepatosellliler
displazinin belirlenmesi amaciyla Hematoksilen-Eozin ve retikulum
boyalari uyguianan kesitler 151k mikroskobunda degeriendirildi.

Hepatoselltler displazi, varhi§i yada yoklugu yanisira, varolan olgularda
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siddeti agisindan da degérlendirildi. Displazinin siddetini belirlemede
Cohen ve arkadaglarinin(16) énerdigi kriterler kullanildi ve olgular asagida
belirtilen kriterlere gére t¢ déreceye ayinldi,

Derece 1: (+):Tum materyalde herbiri dértten az displastik hepatositten

olusan, en fazla alti tane displastik odak varligi.

Derece 2 (++): Tum materyalde iki ile alti displastik hepatositten olugan,

altidan fazla displastik odak varligi.

Derece 3 (+++): Kesitte izlenen lobll yada rejenere noddl yapilarinin

bluyUk bir klsmlhl tutan ve alti yada daha ¢ok hepatosit gruplari halinde
yaygin displazi.

IMMUNOHISTOKIMYASAL YONTEM:

Immunohistokimyasal ydntemle HBcAg ve PCNAnin varlidini géstermek
igin, %10'luk tamponlanmig formalinle tespit edilmis olan dokulardan 3
mikron kalinhidinda kesitler, jelatinle kaplanmis lam Gzerine alindi ve en
az bir gece oda 1sisinda havada kurutuldu. Ug ksilol soliisyonu ve azalan
yogunlukta G¢ alkol solisyonundan gegirildikten sonra distile su ile
yikanan Kkesitlere, isaretlenmis stereptavidin ve biyotin (labelled
streptavidin-biotin) yéntemi (DAKO LSAB kit, kod no: K 680) ile
immunohistokimyasal boyama yapildi.

Uygulama sirasindaki tam inklbasyonlar oda i1sisinda, nemii ve kapali bir
ortamda yapildi. Inklbasyonlar arasindaki tim yikamalar icin Fosfatl
Tampon Soltusyon (PBS) kullanildi. Negatif kontrol olarak DAKO firmasina
ait negatif kontrol solisyonu (DAKO Negative control for LSAB kits, kod
no: N 1556) kullanildi. Pozitif kontrol olarak; Anti-PCNA ile boyamada
tonsil dokusu kesitleri, Anti-HBcAg ile boyamada, énceden HBcAgnin

dokuda varlig gosterilen bir KAH olgusuna ait doku kesitleri kultanildi.
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Anti- HBcAg ile boyama yéntemi:

Dokularda endojen peroksidaz aktivitesi %0.3'10k metanol-H202 solijsyohu
ile 30 dakika inktbe edilerek bloke edildi, ardindan distile su ile yikandi.
Doku kesitleri bes dakika bloke edici serum ile inkUbe edildi, tampon
soltsyonu ile yikama yapilmadan, Uzerlerindeki fazla soltsyon akitildi ve
cevreleri kurulandiktan sonra anti-HBcAg soltsyonundan (primer antikor;
DAKO anti- HBcAg, kod no: N 1556) Gzerlerini értecek miktarda damlatildi
ve 10 dakika inklbe edildi. Daha sonra sirasiyla, bagiayici soltsyon (link)
ile bes dakika, streptavidin solUsyonu ile bes dakika ve AEC kromojen-
substrat solusyonu (DAKO AEC, kod no: K 696 ) ile inklbe edildi. Distile
su ile Ggkez yikandiktan sonra asitsiz ve alkolstiz Mayer hematoksileni ile
zit boyama yapildi, distile su ile yikandi, amonyakli suya 10 kez batirihp
cikarildi, distile suda iki dakika bekletildikten sonra gliserin igceren su bazli
bir kapatma maddesi (DAKO-Glycerogel, kod no: C 563 ) ile kapatiidi.
Anti-PCNA ile boyama yéntemi:

Anti-PCNA ile boyama yéntemi, temel olarak yukarida tarif edilen sekilde
olup primer antikor (anti-PCNA) basamagi digindaki tim basamaklar
aynidir. PCNA antikoru olarak konsantre antikor soltsyonu PC 10 (DAKO,
kod no: M 879) kUIlanllmlgtlr. Bu primer antikor igin 6nerilen dilisyon
orani 1:50- 1:100'ddr. Bu galigmanin yGruttldGga laboratuar kosullarn igin
uygun dilusyonu saptamak amaciyla, primer antikorun 1:15, 1:20, 1:25,
1:30, 1:40, 1:50; 1:60, 1:80, 1:100 ve 1:200'lik solUsyonlar hazirland: ve
pozitif kontrol (tonsilla) doku kesitlerinde tim dilisyonlarda; oda isisinda
bir saat ve 4 santigrad derecede 22 saat olmak Uzere iki ayri inkiibasyon
bigimi denendi. Zeminde artefakt boyanma igermeyen optimum nikleer
boyanma 1:80 dilisyonda ve bir saat oda isisinda inkibasyon ile elde
edildidi i¢in gcalisgmaya alinan olgularda PC10 bu dilisyon ve sirede

inkabe edildi.
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PCNA pozitifliinin degerlendiriimesi ve PCNA boyanma indeksinin
sayimi, alan bdélmeli bir okller (x10) vyerlestirilen standart 1sik
mikroskobunda x40 objektif ile yapildi. Doku kesitlerinde PCNA
pozitifliginin maksimum ve minumum oldugu beger alan segilerek toplam
10 alanda 1 000 hepatosit sayildi. Bu alanlarda grantler yada difftz tim -
nikleer boyanmalar, degerlendirmede subjektiviteye neden olmamak igin,
boyanma siddetindeki farkhiiiklara bakilmaksizin pozitif kabul edildi. Baz!
olgularda zeminde sitoplazmalarla sinirli artefakt boyanma dikkati cekti.
Artefakt boyanma bulunan hicrelerde nitkleer boyanma, sitoplazmik
boyanmadan koyu ve belirgin sekilde nukleusta sinirli ise pozitif kabul
edildi. Sitoplazma boyanmasina esit yogunlukta ya da bundan daha soluk
nikleer boyanma igeren htcreler, sayima alinmadi. PCNA boyanma

indeksi, pozitif hticrelerin sayisi olarak ifade edildi.
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BULGULAR:

Olgulann yaga ve cinse gére dagilimi degerlendirildiginde; KAH grubunda
13'l erkek (%65), yedisi (%35) kadin; KAHS grubunda 14'G erkek (% 70),
altis1 kadin (% 30); Sirozla birlikte olan HCC grubunda 18'i (% 90) erkek,
ikisi (% 10) kadin olarak bulundu. KAH grubunda ortalama yas 38.65,
standart sapma 12.85 iken, KAHS grubunda ortalama yas 43.65, standart
sapma 18.51,sirozla birlikte olan HCC grubunda ise ortalama yas 56.75,
standart sapma 11.75 idi. HCC iceren siroz grubu KAH ve KAHS
grubundan anlamli sekilde yasliydi (SD: 2/57; F= 8.11; p< .001).

‘Olgularimizda HBV virusu yanisira, HCV virusunun da olup olmadigini
anlayabilmek igin serum da Anti-HCV sadece KAH ve KAHS olgularnnda
saptanabilmigti. KAH grubunda dért olguda, KAHS grubunda ise alti
olguda anti-HCV pozitif bulundu. Bu olgularda HBV enfeksiyonuna 6zgi
bulgular yanisira, yaglanma, portal alanlarda lenfoid follikil olugsumu gibi

HCV enfeksiyonuna 6zgu bulgular da saptandi.

Rejenerasyon Bulgular:

Hucre rejenerasyonunun morfolojik olarak degerlendirilmesi icin kullanilan
kriterler; kordonsal dlzen bozuklugu alanlarinda displazik 6zellik
tasimayan hepatositlerde binlUkleasyon veya multinikleasyon, nlkleer
hiperkromazi, polimorfizm ile rozet olusumlaridir (Resim 1-2). Bu
calismada da bu kriterler histopatolojik incelemede degerlendirildi ve
multinikleasyon diginda dider tum kriterler varigi ya da yoklugu
acisindan aragtirilirken, multinikleasyon birden fazla ndkleus tagiyan
hepatositlerin rastgele segilen 10 blyUk blyltme alaninda sayiimasi ile

belirlendi.
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Kordonsal diizen bozuklugu yada kordonlarda kalinlagma tum
olgularimizda degisik derecelerde izlendigi i¢in U¢ grup arasindaki
karsilagtirmalara bu kriter alinmadi. Dider kriterlere ait degerler Tabio 2'de

gOsterilmigtir.

Tablo -2: Histopatolojik olarak dederlendirilen rejenerasyon bulgularinin

gruplara gére dagihmi.

Olgular Nukleer Polimorfizm | Rozet Multintikleasyon

Hiperkromazi Yapilan | (Ortalama+SS)

KAH (20) |14 (%70) 12 (%60)  [10 (%50) [33.05+19.74

KAHS (20) |12 (%60) 11 (%55) 17 (%85) |51.60+24.29

HCC+Siroz | 13 (%65) 18 (%90) |19 (%95) |50.70+30.67

20)

Multintikleasyon KAH grubunda, KAHS ve HCC igeren siroz gruplarina
oranla belirgin sekilde dustk bulundu. Ug¢ tam grubu multinikleasyon
degerleri agisindan karsilastirildiqinda, gruplar arasinda farkhiik saptandi
(SD:2/57; F. 3.41; p<0.05). HCC igeren siroz grubu ile KAHS grubunun
degerleri, KAH grubundan anlamli gsekilde yaksek iken, HCC igeren siroz
grubu ile KAHS grubu arasinda farklilik yoktu.

Niikleer hiperkromazi, KAH grubunda 14 olguda (%70), KAHS grubunda
12 olguda (% 60), HCC igeren siroz grubunda 13 olguda (%65) izlendi.
Nukleer hiperkromazi agisindan her U¢ grup arasinda istatistiksel énem
tagiyan farklilik saptanmadi.

Niikleer Polimorfizm KAH grubunda 12 olguda (% 60), KAHS grubunda
11 olguda (% 55) olguda, HCC igeren siroz grubunda ise 18 olguda (%90)

saptandi. Polimorfizm degeriendirilirken, hepatosellller displaziden ayirici
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tanisi yapildi. Gruplar halinde izlenen displastik htcrelerden farkli olarak
polimorfizm daginik huUcrelerdeki izole irilik farki olarak tanimlandi.
Polimorfizm agisindan degeriendirildiginde HCC igeren siroz grubu, KAH
ve KAHS grubundan istatistikse! olarak anlamii farklilik tagiyordu (X2 4.68;
p< 0.05)

Rozet formasyonlan KAH grubunda 10 olguda (%50), KAHS grubunda
16 olguda (% 80), HCC igeren siroz grubunda 19 olguda (%95) saptand..
KAH grubunun degerleri KAHS ve HCC igeren siroz grubuna oranla
belirgin gekilde 60§th0 ve bu farklilik istatistiksel olarak da gésterildi (p<
0.05), KAHS ve HCC igeren siroz grubu arasinda ise bdyle bir farkhlik
yoktu.

Resim -1: Bir KAHS olgusunda kordonsal yapida kalinlasma ve

duzensizlik, nikleer hiperkromazi ve buziu cam hicreleri (HE x 40).
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Resim -2: HCC igeren bir siroz olgusunda rozet olusumlari (HE x40).

Hepatoselltier Displazi Bulgular::

Tam olgularda hepatoselidler displazinin degeriendiriimesinde en blyuk
zorluk nUkleer hiperkromazi ve polimorfizmin displazik degisikliklerden
ayirt edilmesinde yagsandi. Bu ayirimda en buyUk yardimci, displazik
hacrelerin  gruplar halinde olmasi, nikleus ve sitoplazmalarinin
geniglemesi, nukleus c¢eperlerinin normale oranla dlzensizlesmesidir
(Resim 3-4-5). Buna karsilik nukleer hiperkromazi nikleusta dlizensiz
geper ve irilesme olmaksizin hiperkomatik boyanma seklindedir. Nukieer
polimorfizm ise hiperkromazi olmadan nukleus buyUKIGGunin artmasi
seklinde izlenmektedir.

Bu kriterler esas alinarak tanimlanan hepatoseilller displazi, daha énce
anlatimig oldugu gibi displastik odaklarin sayisi ve herbir displastik
odagin igerdigi hucre  sayisint esas alan bir degerlendirme ile

derecelendirilmistir.
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Derece 1, 2 ve 3 olarak de@erlendirilen olgulanin tani gruplarina gére

dagihmi Tablo 3'de gosterilmistir.

Tablo- 3: Calismadaki olgularin hepatoselltler displazi degerleri.

Tani Derece 1 Derece 2 Derece 3
KAH 3(%15) 1 (% 5) 1 (% 5)
KAHS 6 (% 30) 2 (% 10) 2 (%10)
HCC iceren siroz | 5 (% 25) 1(% 5) 5 (% 25)

Hepatoselltler displazi bu sekilde degerlendiriimekle birlikte, displastik
hacrelerin gruplar olusturmasi ve bu gruplarin da yaygin olmasinin daha
6nem tasididi vurgulanmaktadi{). Dider bir degdisle displazinin siddetinin
tanisal deder tasidigi ve Derece 2 ve 3'Un gergek displaziyi temsil ettidi
bildirilmistir. Bunu sorgulamak amaciyla olgularimizda Derece 2 ve 3'Un
gruplara goére dagihmini incelendiginde HCC iceren siroz grubunda,
Derece 2 ve 3'Un daha fazla géraldugu dikkati gekmistir. Fakat aradaki bu
‘saylsal farka ragmen istatistiksel olarak farklilik saptanmamistir. Tanisina
bakilmaksizin displazisi olanlarla (14; ort: 51,78: SS: 15.1) olmayanlarin
(34; ort: 42.67,SS: 17.24) sayisi yas acisindan karsilastirildi§inda,
displazisi olanlarin daha yasl oldugu saptandi fakat bu istatistiksel éneme
ulagmiyordu. Tanilar dikkate alinmadan, displazinin siddeti acgisindan
olgularin  yas ortalamalart  karsilastirildiginda anlamh  farklilik

saptanmadi.(F: 1.18; SD: 3/56; p> .05)
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Resim -3. KAH'li bir olguda Derece 1 Displazi. Resimin sag alt béliminde
izlenen dortii grupta nukleus ve sitoplazmada belirgin irilesme,
hiperkromazi ve nukleus c¢eperlerinin dlzensizligi dikkati ¢ekmektedir.
Yukari bélimde ortada ise hafif hiperkromazi, ntkleus ve sitoplazmada
genisleme yanisira intranukleer sitoplazmik inklGzyonlar gésteren ikili bir

odak bulunmaktadir (HE x20).
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Resim -4: Derece 2 displazi igceren bir KAH olgusunda odakiardan biri

resmin ortasinda izlenmektedir (HE x10).

Resim-5: HCC igeren bir siroz olgusunda nodll yapisinin blyik bir

kismini kaplayan Derece 3 Displazi (HE x10).
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IMMUNOHISTOKIMYASAL DEGERLENDIRME BULGULARI:
HBcAg POZITIFLIGI:

HBcAgni, HBV enfeksiyonunun varhdini kanittamak amaciyla sadece
serolojik  ¢zellikleri bilinmeyen HCC ile birlikte olan siroz olgularinda
aragtinldi. Bu olgulardan sekizinde hepatosit nikleuslarinda pozitif -

boyanma saptandi (Resim 6).

Resim-6: HCC igeren siroz olgularindan birinde HBcAg Pozitifligi.
(Anti-HBc, LSAB x40)

PCNA POZITIFLIGI:

PCNA pozitifligi, degisik yoguniuklarda, grantler yada diffiz ntkleer
boyanma seklinde idi (Resim 7). Normal karacier dokusuna ait
6rneklerde minimal boyanma izlendi (Resim 8). Bazl olgularda izlenen,
yaygin sitoplazmik zemin boyanmasx, karacigerin endojen biotin aktivitesi
ile kullanilan immunperoksidaz yéntemin streptavidin-biotin iceriginden

kaynaklanan bir capraz reaksiyon olarak de@erlendirildi (19). Hepatositler
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yanisira, degerlendirmeye alinmayan PCNA pozitifligi bazi lenfositlerde,
Kupffer hicrelerinde ve nadiren safra kanali epitel hlicrelerinde saptandi.
Binukleer hepatositier gogu kez pozitifti, ilging olarak birkisminda
boyanma hepatositin i¢erdigi iki nukleustan yalnizca birinde lokalize idi

(Resim 7).

Resim-7: Hepatositlerde degisik yoguniuklarda anti-PCNA pozitifli§i,
Bintikleer hepatositlerin bir kisminda pozitiflik iki nukleustan birine lokalize

olmus durumda ( Anti-PCNA, LSAB x40).
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Resim-8: Normal Karaciger dokusunda minimal anti-PCNA pozitifligi.

(Anti-PCNA, LSAB x20)

KAH olgularinda PCNA pozitifligi cogu kez aktif inflamasyonun yogdun
olarak izlendigi periportal bélgelerde, piecemeal nekrozlarinin gevresinde
ve lobul igindeki fokal nekroz odaklarinin gevresinde lokalize idi (Resim S-
10). Rejenere hepatositlerin ve bunlarin olusturdugu rozet yapilarinin
hemen daima pozitif boyandidi gézlendi.

KAHS'da PCNA pozitif olan hucrelerin dagilimi, aktif inflamasyon ve
aktivitenin surdugi olgularda, fokal nekroz, piecemeal nekrozu ve
rejenere hlcre gruplarinin dagihimi ile parelellik gésterirken (Resim 11),
yangisal yanitin daha hafif oldugu olgularda rejenere hlcrelere parelel
dizensiz dagilim géstermekteydi (Resim 12). Bazi olgularda sadece siroz

nodullerinin periferinde PCNA pozitifligi gozlendi.
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Resim-9: Bir KAH olgusunda aktif inflamasyon alanlarinin gevresinde

PCNA pozitifligi gésteren hepatositler (Anti-PCNA, LSAB x40)

Resim-10: KAH olgularindan birinde piecemeal nekrozu ¢cevresinde PCNA

pozitifligi (Anti-PCNA, LSAB x40).
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Resim-12: Bir KAHS olgusunda, belirgin yangisal aktivitenin izlenmedigi
resmin sol alt bélimundeki nodlide PCNA pozitifligi daha ¢cok az sayida
rejenere hicrede dikkati ¢ekerken, Ustteki nodulde piecemeal nekrozu

cevresinde belirgin PCNA pozitifligi izlenmekte (Anti-PCNA, LSAB X10).
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HCC'un eslik ettigi siroz olgularinda, siroz dokusunda PCNA ile boyanan
hepatositler bazi nodullerde nodultin periferik kisminda lokalize olurken
¢ogu kez nodul icinde difflz bir dadilim gosterdigi dikkati cekti (Resim 13-
14). Ayni olgulardaki HCC dokusunda, tumér hicreleri arasinda PCNA
pozitif hulcreler kicUk oadaklar halinde idi ve rastgele dagilim

gbsteriyordu (Resim 15).

Resim-13: Siroz zemininde HCC gelisen bir olguda siroz ve HCC

alanlarinda PCNA pozitifligi (Anti-PCNA, LSAB x10)
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Resim-14: Resim 13'teki olgunun siroz dokusundaki PCNA pozitiflidi
(Anti-PCNA, LSAB X40).

Resim-15: Ayni olguda timér alanlarinda PCNA pozitif timér hicreleri

(Anti-PCNA, LSAB x40).
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Anti- PCNA ile pozitif boyanan hicre oraninin ortalama degeri ve
standart sapmasi, KAH'te 191.40+48.31, KAHS'unda 167.95+35.81, HCC
ile birlikte olan siroz olgularinda, sirotik dokuda 248.50+ 63.04, timorl(
dokuda ise 410.20+109.74 'ti (Tablo 4). Bu sonuglara gére, PCNA
proliferasyon indeksi HCC'un eslik ettigi siroz olgularindaki timér
dokusunda en yuksek dizeyde iken, bunu timére komsu siroz alanlarina
ait proliferasyon indeksi izlemekte idi. KAH ve KAHS'nda PCNA indeksi
daha dugUktl ve bu iki grup iginde de KAH grubu KAHS grubuna oranla

daha yuksek bir proliferasyon indeksine sahipti.

Tablo -4 : Tum olgularda PCNA indeksleri

OLGULAR PCNA INDEKSI
NORMAL KARACIGER (10) 25+18.53
KRONIK AKTIF HEPATIT (20) 191.40+48.31

KRONIK AKTIF HEPATIT SIROZU |167.95+ 35.81
(20)

HCC+SIROZ (20)
Siroz alanlarinda 248.50+63.04

Tamoér alanlarinda 410.20+109.74

-Olgularin PCNA indekslerinin Varyans analizi ile incelenmesinde HCC
iceren siroz grubundaki tumére ait PCNA indekslerinin, KAH, KAHS ve
HCC iceren siroz olgularindaki siroz alanlarinin PCNA indeksinden
anlamh sekilde farkli oldugu bulundu. Benzer bir farklilik, HCC igeren
siroz olgularindaki siroz dokusuna ait degerlerie KAHS ve KAH gruplarina

ait de@erler arasinda saptandi. KAH ve KAHS gruplari arasinda PCNA
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indeksi yénunden sayisal de@er olarak bir farkhlik olmakla birlikte bu
istatistiksel olarak anlamli degildi.

HCV varhiginin PCNA indeksini etkileyip etkilemedidini saptamak icin anti-
HCV pozitif 10 olgu ile anti-HCV negatif 30 olgunun PCNA indeksleri
karsilastinldi§inda arada istatitiksel olarak fark saptanmadt.

Displastik htcreler, KAH ve KAHS olgularinda PCNA ile pozitif reaksiyon
vermedi (Resim 16-17), HCC bulunan siroz grubunda -ise sadece ki

olguda pozitif olarak bulundu (Resim18-19).

Resim-16: Derece 1 tanisi alan bir KAH olgusunda displastik hucrelerde
anti-PCNA ile boyanma izlenmemesine karsin, ¢evrede PCNA pozitif

hicreler dikkati gekmektedir (Anti-PCNA, LSAB x40)
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Resim-17: Derece 2 displazi tanisi alan bir KAHS olgusunda soldaki
rejenere hicrelerde belirgin PCNA pozitifliine karsin sagdaki displazik

hacrel

)

erde boyanma izlenmemekte (Anti-PCNA, LSAB x4l

Resim-18: HCC igeren siroz grubundan bir olguda displazik hicrelerde

PCNA pozitifligi (Anti-PCNA, LSAB x40).
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Resim-19: Yangisal aktivitenin gok ylksek oldugu bir HCC iceren siroz

olgusunda displazik hicrelerde PCNA pozitifligi (Anti-PCNA, LSAB x20).

Resim-20: Resim 19'daki olgunun bir dijer alaninda timére komsu

displastik hlicrelerde PCNA pozitifligi (Anti-PCNA, LSAB x20)
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Histopatolojik Buigularla PCNA Indeksinin Korelasyonu:

Tanilara bakilmaksizin olgularin multintikleasyon degerleri ile PCNA
i’ndeksleri arasindaki badinti arastirildi fakat istatiksel olarak anlamli
degildi. Her Gg tani grubu iginde, sadece KAH grubunda multintkleasyon
degerleri PCNA indeksi ile pozitif korelasyon gosterdi (r: 0.45; p<0.05).
Nukleer hiperkromazi iceren ve icermeyen olgular arasinda PCNA indeksi
acisindan farkhlik saptanmad.

Tanilara bakilmaksizin polimorfizm olup clmamasina gére olgularin PCNA
indekslerine baktidimizda farklilik saptandi. (SD:1/58;, F:5.24; p<0.05).
TUm olgular iginde rozet yapilari iceren 14 olgu ile, icermeyen 46 olgunun
PCNA indeksi agisindan karsilastinimasinda iki grup arasinda farklilik
saptandi. (SD:1.58; F: 4.19; p<0.05). Tanilar géz éntne alinarak her g
grupta ayni karsilagstirma yapildiginda ise rozet formasyonlar ile PCNA

indeksleri arasinda farklilik saptanmadi.
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TARTISMA

Hucre kinetigi arastirmalari, cesitli dokularda DNA igine nukleotid
yerlestirme calismalari (6rnedin Timidin, Bromodeoksitridin) ve hucre
proliferasyonunu  dederlendirmede  kullanilan  immuanohistokimyasal
yéntemler, hicre proliferasyonunu, zedelenmeden sonra doku onarimini
ve malignitenin baglamasini anlamada &nemli yardimcilar olmuslardir.
Bunlar i¢inde immunohistokimyasal yontemlerin, hasta icin toksisite riski
tasimamalari, diger tekniklere oranla daha basit ve hizli olmalari ve doku
bGtinltdunin  korunmus olmasi gibi  Ustanltkleri  bulunmaktadir.
Bunlardan Ki-67 ve DNA polimeraz alfa taze dokuda ¢alisma zoruniulugu
getirirken; PCNA, formalinle tespit edilmis ve parafine gémulmas
dokularda kullanilabilme UstUniUdune sahiptir ve retrospektif calismalara
olanak tanimaktadir.

PCNA, DNA replikasyonu ve onarimi igin esansiyal olan 36 kDa

agirhginda bir ndkleus proteinidir. DNA'ya baglanarak, DNA

[9)]

polimeraziarin etki etmesine yardimci olur(6-9.12,4546,60,62)  PCNA'nin
parafin kesitlerde immunolokalizasyonu, c¢esitli normal ve neoplastik
dokularda hicre proliferasyonunun bir indeksi olarak kullanilagelmistir.
Normal dokulardaki PCNA ekspresyonu proliferasyon potansiyelini iyi
yansitmakla birlikte, neoplazmlarda daha karmasgik ekspresyon bigimleri
ile karsilagiimistir(20,32.35,58)  Bu durum, bu hicrelerde DNA hasari ve
onariminin oraninin yukselmis olmasina velveya blyame faktéri
yapiminin duzenlenmesinin degismis olmasina baglanmaktadir (46),

Bu calismada HBV enfeksiyonuna bagh kronik hastaliklarda, PCNA ile

belirlenen proliferatif aktivitenin, hastaligin degisik evrelerindeki durumu

yanisira, PCNA pozitifligi ile rejenerasyonun histopatolojik bulgulari ve
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displazik degisiklikler arasindaki iligki arastinimistir. Caligmaya alinan Gg
tani grubundaki (KAH, KAHS ve HCC igeren siroz) PCNA indeksleri HCC
dokusunda en yUksek bulunmustur. Bunu azalan PCNA indeksi degerine
gére sirasiyla HCC'a eslik eden siroz, KAH ve KAHS izlemektedir. Benzer
tani gruplarinda, c¢esitli arastinicilarca elde edilen PCNA indeksleri,
kullanilan antiqularm dilisyon oranlari ve inkibasyon sureleri Tablo 5'te
g6sterilmistir. Tablodan da izlenebildigi gibi, PCNA ile yapilan karaciger
calismalarinda kullaniimis olan PCNA klonu, dilisyon oranlari ve
inkbasyon sureleri oldukga farkhitk gdstermektedir. Ayni PCNA kionunun
(PC10) kullaniimig oldugu calismalar arasinda bile inkibasyon sureleri ve
dilusyon oranlari agisindan buyik farkhhklar bulunmaktadir. Ornegin
Ojanguren, Nakamura ve Harrison(37»53x66), PC10'u o6nerilen dilasyon
oraninin ¢ok Ustunde kullanmiglardir ve inkUbasyon sdreleri agisindan da
buaytk farkhliklar bulunmaktadir. Kronik karaciger hastaliklar digindaki
karaciger c¢alismalarinda ise, PC10'un daha dustk dilusyonlarda
kullanildidi  dikkati cekmistir. Ornedin Koukoulis ve arkadaslari(49),
submassif karaciger nekrozundan sonra rejenere olan hucreleri
gostermek igin .PC10'u 1:200 dilusyonda, bir saat oda isisinda inkube
ederek kullanmiglardir. Theocharis ve arkadaslar ise(82), parsiyel
hepatektomiden sonra rejenere olan si¢an karacigerindeki PCNA
ekspresyonunu, PC10 klonunu 1:150 dilisyonda ve bir saat inkube
ederek dederlendirmiglerdir. PC10 ile hicre proliferasyonunu kantitatif
olarak gotstermeye yénelik immunohistokimyasal calismalarda bu tip
sorunlarla sik kargilagildigi igin, McCormick ve arkadaslari6), hucre
proliferasyonu ile birlikte olan antijenlerin immdnohistokimyasal olarak
gosterilmesinde pozitif boyanan hucrelerin sayisi ile uyguianan antikor

diltsyonunun iligkisini arastirmislardir. PC10'un da dahil oldugu bir grup
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immunohistokimyasal proliferasyon belirleyicisi i¢in, boyanan hicre
sayisinin azalan antikor konsantrasyonu ile arttigini géstermislerdir.
Aragtirmalarda PC10'un 1:30 dilisyonda kullaniimasiyla elde edilen dusuk
PCNA indeksleri olasilikla buna baglidir(€6).

Bu karmasik teknik sorunlara ragmen dikkati ¢eken bir &zellik, tim
calismalarda PCNA indeksinin kronik hepatit grubunda daha ytksek, siroz
grubunda daha digtk olugudur. Bizim ¢alismamiz disindaki ¢alismalarda,
HCC igeren siroz grubunda siroz dokusu ve tumdér dokusunun degerleri
ayri ayri belirtiimemigtir. Belirtilen degerlerin de hangi dokuya ait oldugu
da vurgulanmamistir. Kawakita'nin her iki galismasinda da(49.50) HCC
igeren siroz grubunun degerleri kronik hepatit ve siroz gruplarinin
degerlerinden daha dusUkttur, bu ise beklenilen bir sonuc dedgildir.
Ojanguren'in®8) calismasinda ise, tumér grubunun degerleri bizim
calismamizda oldugu gibi kronik hepatit grubundan belirgin sekilde
yuksektir.

Karaciger dokusunda DNA polimeraz alfa ile yapilan bir galisma ile

sonuglarimizin karsilastiriimasi Tablo 6'da izlenmektedin(74).

Tablo -6: Karacigerde DNA polimeraz alfa (DPA) ile yapilan bir ¢calisma ile

sonuclarimizin karsilastiriimasi.

Arastirici Antikor | Kronik Hepatit | Siroz HCC+Siroz

Seki, 1990 DPA 52+56 38+41 99+70

Yilmaz, 1994 |PCNA |191.40+48.31 | 167.95+35.81 | 410.20+109.74




57

Her iki ¢alismada da, en ylksek proliferasyon indeksi timér grubunda
bulunmustur, bunu kronik hepatit ve siroz izlemektedir. Bu calismada
timére komsu “siroz  dokusunun proliferasyon indeksi belirlenmemis
oldugu igin, bizim degerimizle (248.5+63.04) bir karsilastirma
yapilamamistir. PCNA degerlerinin, DPA degerlerine gére yUksek olusu
ise olasilikla PCNA'nin yari émrinin daha uzun olusuna ve hicre
siklusunu hentz terketmis bazi hiicrelerin de pozitiflik vermesine baglidir.
DPA ile yapilan bu galismada, etyolojik ajan non A- non B virusu olarak
bildirilmistir ve gruplara gére proliferasyon indeksinin dagilimi bizim
sonuglarimizla paralellik géstermistir.

Nakamura®3) ve bizim calismamiz disinda, PCNAnin kullanildii
karaciger caligmalarinin higbirinde kronik karaciger hastaliinin etyolojisi
belirtiimemigtir. Sayisal degerler agisindan izlenen farkliligin bir nedeni de
olasilikla budur, ¢tnku farkli etyolojilere bagdl karaci§er hastahklarinda,
karaciger rejenerasyonunun hizi farkli olabilmektedir. |

Sayisal degerler agisindan farkiiik bulunsa da, PCNA ile yapilan tim
¢alismalarda, kronik hepatit, siroz ve HCC gruplarinda pozitif hiicrelerin
dagilim paterni benzerdir. Farkli yoguniuklarda PCNA pozitifligi tum
caligmalarda bildirilmistir ve olasilikla farkhi hiicre siklusu fazlarindaki
farkll miktarlardaki PCNA dlzeylerini yansitmaktadir.

Bizim KAH'te yogunlukiu olarak aktif inflamasyon alanlarinin gevresinde
gézledigimiz pozitifiik diger calismalarda da bildirilmektedir(49.50,63,66 ),
Benzer sekilde siroz olgularindaki diuzensiz dadihm da vurgulanmistir.
Boyanma yogunlugunun degiskenligi ve PCNA  pozitif hcrelerin
lokalizasyonlarina benzer lokalizasyonlar DPA ile de bildirilmistir (74),
PCNA teknik zorluklar tagimasi, yari dmriniin uzun olmasi nedeniyle bazi
sorunlar icerse de, karacigerdeki hiicre proliferasyonunu degerlendirmeye

yonelik galigmalarda kullaniimakta ve degerli bilgiler vermektedir. Sican
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karacigerinde parsiyel hepatektomiden sonra karaciger rejenerasyonunun
dederlendiriimesinde; DNA sentezi, timidin kinaz aktivitesi ve PC10
degerleri arasinda siki bir iligkinin varligi goésterilmisgtir ve PCNA
immunolokalizasyonunun, karaciger rejenerasyonundaki hicre
proliferasyonunun basit ve gavenilir bir indeksi olarak kabul edilebilecegi
vurgulanmaktadir(82),

Bu bulgulardan yola ¢ikarak, olgularimizda izledi§imiz rejenerasyonun
histopatolojik bulgular ile PCNA indeksi arasinda bir korelasyon olup
olmadidi sorunu ortaya ¢ikmistir.

Bildigimiz gibi rejenerasyonun histopatolojik bulgularindan kordonsal
diizen bozuklugu ve kalinlagsma, rejenerasyondan yaklasik bir iki ay sonra
kalabilir. Sitolojik degisiklikler (multintkleasyon, nukleer hiperkromazi,
nikleer polimorfizm) ise daha uzun stre kalabilmektedir, bu nedenle
histopatolojik olarak aktif rejenerasyonu degerlendirmek zordur. PCNA ise
yari émrl 20 saat oldugu igin, hicreler siklustan ¢iktiktan birstire sonra
da pozitiflik vermekle birlikte aktif hucre proliferasyonunu géstermektedir.
BinUkleer hepatositlerin PCNA pozitifligi, Parsiyel hepatektomi yapilan
siganlardaki karaciger rejenerasyonu sirasinda da bildirilmistir(2). Bu
bulgular histolojik kriterlerle karacigerin proliferatif durumu arasindaki
korelasyonu ima etmektedir.

Olgularimizin degerlendirilmesi sirasinda, multinGkleer yada bintkleer
hepatositlerin ve rozet yapilarinin genellikle PCNA poxzitifligi gosterdigi
bizim de dikkatimizi ¢ekmistir. Multintkleasyon degerlerini tanilara
bakilmaksizin PCNA indeksleri ile karsilastirdigimizda ise anlaml bir iligki
bulunamamistir. Sadece KAH grubunda multintkleasyon degerleri PCNA
indeksi ile pozitif korelasyon gdstermistir. Sirozlu olgularda, multintkleer
hicreler olasilikla daha dnceden gegirilmis rejenerasyon evrelerinden

kalmis olabilece§i i¢cin PCNA indeksi ile korelasyon géstermemistir.
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Nukleer polimorfizm ile Rozet olusumlar, tanilara bakiimaksizin PCNA
indeksleri ile karsilastinldiinda, nukleer polimorfizmin ve rozet
olusumlarinin  varh§imin yiksek PCNA indeksleri ile birlikte oldugu
bulunmustur. Nukleer hiperkromazi ile PCNA indeksi arasinda ise
korelasyon gésterilememistir.

Bu bulgulanin isi§inda elde ettiimiz sonu¢ sudur, kronik HBV
enfeksiyonunun KAH evresi, KAHS evresine oranla proliferasyonun daha
yuksek oldugu bir evredir ve bu dénemde izlenen, birden gok nikleus
iceren hepatositler aktif proliferasyonun bir yansimasini olusturmaktadir.
Olay siroza dogru ilerledikge, hepatosit proliferasyonunda bir azalma
olmakta ve PCNA indeksi disme gostermektedir. Siroz zemininde HCC
gelisen olgulardaki sirotik dokuda ise PCNA indeksleri belirgin gekilde
yUksektir. Tum olgularda, tanidan bagimsiz olarak PCNA indeksleri ile
korelasyon gdsteren histopatolojik bulgular ise polimorfizm ve rozet
yapilarinin olugumudur. ‘

Bugln i¢in kronik zede!enmede, hepatositlerin proliferatif aktivitesini
hangi faktdrlerin kontrol ettidi ¢ok iyi bilinmemekle birlikte, aktive olmus
Kupffer hicrelerince sentez edilen yada fibrogenesis ve /veya virusa kars:
gelisen immunolojik yanit sirasinda ortaya gikan bazi buylime faktdrleri
(EGF, TGF-alfa ve Hepatosit Bliyime Faktér) ile sitokinlerin rold oldugu
dustnUimektedir. Belirli bir rejenerasyon evresinden sonra da TGF-
beta'nin etkisiylé rejenerasyon durmaktadir. Ote yandan PDGF, FGF,
TGF-alfa, EGF gibi c¢esitli blUyume faktorleri ve cesitli sitokinlerin
(interlékin-2) dokularda PCNA ekspresyonunu arttirdi§i bilinmektedir
(7.3578) Kronik HBV enfeksiyonu sirasinda PCNA dlzeylerinde izlenen
oynamalar dé olasilikla bu buyUime faktoérlerinin etkisiyle olmaktadir. HCC
iceren siroz olgularinda PCNA indeksinin yiksek olusunda da tumor

hlcrelerince sentezlienen blyume faktérlerinin rolt olabilir.
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Olgularimizda inceledigimiz ve PCNA indeksleri ile korelasyonunu
arastirdidimiz bir diger buigu da Hepatosellller displazidir.Hepatoselitler
displazinin preneoplastik énemi henlz ¢ok iyi aydiniatilamamis olmakla
birlikte HCC ve siroz ile sik olarak birlikte bulunmaktadir. Displazi, HCC
ve siroz igermeyen kronik HBV enfeksiyonu olgularinda %20, HBV
enfeksiyonuna bagl siroz olgularinda %20-40, HCC iceren siroz
olgularinda % 64- 80 oraninda bildiriimektedir(2.4.16.48,68,69) Bu oranlar
bizim displazi de@erlerimizle uyumludur. Derece 1, 2 ve 3 displazi
olgularinin orani, ¢alismamizin KAH grubunda %20, KAHS grubunda %
25 ve HCC igeren siroz grubunda % 55'ir. Displazi icin esas diagnostik
kabul edilen Derece 2 ve 3, HCC igeren siroz grubunda daha ylksek
olmakla birlikte bu istatistiksel bir anlam tasimamaktadir.

PCNA ekspresyonu normal ve neoplastik dokular yanisira displastik
lezyonlarda da arastinimistir. Midenin displastik glandlarinda, PCNA
indeksi hiperplastik veya normal glandlara orania daha yUksek bulunmus
ayrica anti-PCNA ile reaksiyon veren hicrelerin, normal proliferasyon
zonundan daha yukarilara dogru kaydidi izlenmistir2?). Benzer sekilde
mesanenin displastik lezyonlarinda da PCNA ile yaygin pozitiflik
g6sterilmistir53). Bizim olgularimizda ise HCC iceren siroz grubunda iki
olguda dispiastik hucrelerde PCNA pozitifligi saptanmis olmakla birlikte,
diger olgularda ve KAH ile KAHS grubundaki displastik hicrelerde
saptanmamistir. Ayrica olgularimizda, displazik degisikliklerin varligi ile
PCNA indeksi arasinda bir korelasyon gésterilememistir.

Karaciger hicre. displazisinin premalign oldugunu destekleyen veya buna
kargt gtkan veriler bulunmaktadir. Lezyon, HCC'a predispozisyon yaratan
iki ana faktér olan siroz ve HBV enfeksiyonu ile kuvvetli bir beraberlik
gostermektedir. Sirozdan displaziye ve karsinoma giden kronolojik dizilim

bazi calismalarda gdsterilmisken bazilarinda gosterilememigtir(4.16),
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HCC'li hastalarda, karaciger dokusunda HBV-DNA integrasyonunun
arastiriimasi, displazi gésteren non-timéral karaciger dokusunda
hepatositlerin klonal artisini ortaya koymustur(89. HCC nedeniyle
karaciger rezeksiyonu yapilan olgularda, rezeksiyon materyalinin tuUméral
olmayan alanlarindan elde edilen doku érneklerinde, flow sitometrik DNA
ve hlcre siklusu incelemeleriyle karacijer dokusunun proliferatif
kapasitesi aragtirlmistir.HepatosellGler displazi bulunan olgularda G2/M
fraksiyonu ile proliferatif kapasitede, displazi icermeyen gruba gére
belirgin ve anlamh bir artis g&sterilmigtir ve olgularin yaklasik %40'|nda_v
andploidi gésteren anormal DNA icerigi saptanmistir. (15.84),

Displastik hcreler HCC ile belirli morfometrik benzerlikler géstermektedir.
Fenotipik olarak ise hucreler malign hepatositlerden ¢ok normal
hepatositlere benzemektedir. Karyometrik incelemelerde, hepatoselltier
displazinin prekanseréz olmadigini ortaya koyan sonuglar elde edilmistir
(38,86,88)  Hepatoselliler displazinin prekenseréz olmadigini  dustinen
yazarlarin bir Aknsml bunun yasa baglh bir degdisiklik olabilecegini
vurgulamaktadiriar(®®). Bizim olgularimizda displazi ile yas arasinda her
hangi bir korelasyon saptanmamistir. Elde ettidimiz bulgular bizi daha
¢ok, displazinin prekanserdz bir lezyon olmayip, olasilikia kronik viral
enfeksiyon sirasinda ortaya ¢ikan dejeneratif degisiklikleri yansittigini

savunan yazarlarin goristne katiimaya itmigtir (18,31,86,88)
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SONUGLAR

HBV'na bagli KAH, KAHS ve siroz zemininde gelismis HCC olgularinda,
PCNA indeksi ile rejenerasyonun histopatolojik bulgularn ve displazik
degisiklikler arasindaki korelasyonu kurma amaci tagiyan ¢alismamizda;

* Ortalama yas KAH'te 38.65, KAHS'da 43.65, HCC igeren siroz'da ise
56.75 olup, HCC igeren siroz grubunun diger gruplara gére anlamb
sekilde yasli oldugu bulundu.

* Rejenerasyonun histopatolojik bulgularindan multintkleasyon, KAHS ve
HCC igeren siroz grubunda anlamli sekilde yliksek bulundu. Nukleer
hiperkromazi agisindan her U¢ tani grubu arasinda farklilik saptanmadi.
Polimorfizm, HCC igeren siroz grubunda diger gruplara oranla anlamh
sekilde yuksekti. Rozet forfnasyonlan ise KAHS ve HCC iceren siroz
grubunda, KAH'e oranla ytksek bulundu.

* Rejenerasyonun histopatolojik bulgulan ile PCNA indeksi arasindaki
korelasyon arastirildiginda ise; rozet olusumlart ve polimorfizmin, tanidan
badimsiz olarak ytksek PCNA indeksleri ile birlikte oldugu saptand..
Multintkleasyon sadece KAH grubunda yuksek PCNA indeksleri ile
korelasyon géstérdi.

* HepatoselllUler displazi, KAH'te %20, KAHS'da %25 ve HCC igeren siroz
grubunda %55 oraninda bulundu. HCC igceren siroz grubunda displazi
orani yuksekti ancak bunun istatistiksel bir dnemi yoktu. Hepatoselltler
displazi varli§i ile PCNA indeksleri arasinda da bir korelasyon
gosterilemedi. Displazik htcreler, sadece HCC iceren siroz grubunda iki
olgu da PCNA pozitif idi.

Bu bulgular 1siginda, hepatoselliler displazinin prekanseréz olmadigi

goérusune varildr.
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* PCNA indeksi KAH'te 191.40+ 48.31, KAHS'da 167.95+ 35.81, HCC
igeren siroz olgularinin siroz dokusunda 248.50+ 63.04, tium&r dokusunda
ise 410.20+ 109.74 olarak saptandi. HCC igeren siroz grubunda hem
tamér dokusunun, hem de siroz dokusunun PCNA indeksi diger gruplara
oranla anlamli gekilde yuksek bulundu. PCNA pozitif hicrelerin orani su
siray! izleyerek azalmaktaydi; HCC iceren siroz (TUmér alaniar)> HCC
iceren siroz (Siroz alanlan)# KAH> KAHS. KAH'te PCNA pozitifligi aktif
inflamasyon alanlarinin  g¢evresinde lokalize olurken, KAHS'ndaki
nodullerde daha dizensiz ama yine de inflamasyonla paralel bir dagihm
gosterdi. HCC iceren siroz olgularindaki siroz nodillerinde daha yaygin
ve kuvvetli pozitifiik dikkati c¢ekti, timoér dokusunda ise timér adalari
iginde odaklar halinde PCNA pozitif hicre gruplar izlendi.

PCNA'nin teknik zorluklar tasimasi, yari émrinin uzun olusu gibi bazi
dezavantajlari bulunmaklia birlikte, KAH'te PCNA indeksinin dismesinin
siroza gidigi, sirozda PCNA indeksinin tekrar yUkselmesinin ise HCC
gelisimini 6nceden belirlemede faydali olabilecedi sonucuna varildi.
Ozellikle HBV markerlan pozitif siroz séz konusu oldugunda, PCNA
indeksinin yuksek oldudu olgularda, var olan veya ortaya ¢ikmasi olasi
HCC'u belirlemede karaciger gérintuleme yontemleri ya da serum alfa

feto protein élgtmleri ile klinik izlem énerilebilir.
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OZET
PCNA, duzeyleri S fazi sirasinda maksimuma ulasan, DNA replikasyonu
ve onarimi i¢in gerekli olan bir nukleus proteinidir, formalinie tespit ediimis
parafine gbmulmus dokularda PC10 antikoru ile go6sterilebilir. Bu
calismada, EUTF'de, HBV enfeksiyonuna badh KAH, KAHS ve Siroz
zemininde gelisen HCC tanisi aimig olan 20'ser olguya ait karaciger
biyopsi materyalleri, histopatolojik rejenerasyon ve displazi bulgular
yanisira LSAB teknigi ile PC10 immunoreaktivitesi agisindan incelendi.
Tam doku &rnekleri formalinle tespit edilip parafine gémuimis olup,
olgularda HBV belirleyicileri serumda veya dokuda go6sterildi. On
olguda,ek olarak HCV enfeksiyonu saptandi.
Rejenerasyonun histopatolojik bulgularindan multintikieasyon ve rozet
yapilan olusumu, KAHS ve HCC igeren siroz grubunda; polimorfizm ise
HCC igeren siroz grubunda anlamli sekilde yuksek bulundu.
Hepatosellller displazi KAH'te %25, KAHS'nda %50, HCC iceren sirozda
%55 oraninda saptandi. Displazik degisikliklerin varligi ile PCNA indeksi
arasinda korelasyon saptanmadi.
Olgularda ortalama PCNA indeksleri su sirayi iziemekteydi; HCC> HCC'a
komsu siroz dokusu> KAH>KAHS. HCC igeren siroz grubunda hem timér
dokusunun, hem de siroz dokusunun PCNA indeksleri dider gruplardan
anlamh sekilde farkliydi. Rejenerasyon bulgularindan muitinikleasyon
sadece KAH'e, ylksek PCNA indeksi ile korelasyon gésterdi. Polimorfizm
ve rozet yapilar ise tanilara bakilmaksizin yUksek PCNA indeksi ile
korelasyon gdsterdi. HCV enfeksiyonu varligi ile PCNA indeksi arasinda
korelasyon saptanmad:.
Sonug: * PCNA indeksi kronik HBV enfeksiyonu olan olgularin izleminde

yararl sonuglar verebilir.
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** Hepatoselluler displazi preneoplastik bir lezyondan ¢ok viral

enfeksiyona 6zgu dejeneratif bir degisikliktir.

(Anahtar Kelimeler: Karaciger, immunohistokimya, Hucre proliferasyonu,

HBV, Displazi, PCNA.)
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