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Hepatitis B Virus’a Bagh Kronik Karaciger Hastaliklarinda
Blyuk Hiicreli Hepatoselliiler Displazinin Onemi
The Importance of Large Cell Change in Hepatitis B Virus-Related

Chronic Liver Diseases

Funda Yilmaz ', Gl Yiice '
' Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal, [zmir

Hepatit B virus enfeksiyonuna bagh kronik
hepatit, siroz zemininde gelisen hepatoselliiler karsi-
nom tanisi alan toplam 60 olgunun formalinle tespit
edilip parafine gémiilmiis karaciger biyopsileri,
biyiik hicreli degisiklik varligi ve siddeti ile Prolifere
olan Hiicre Nukleus Antijeni immiinoreaktivitesi ile
korelasyonu agisindan arastirildi.

Biiyik hicreli degisik orani kronik hepatitte % 25,
sirozda % 50 ve siroz zemininde gelisen
Hepatoselliler karsinomda % 55 idi. Siddetli biiyiik
hiicreli degisik tiimor iceren grupta daha sik bulundu
ve biiytik hiicreli degisik iceren olgular, icermeyen-
lere oranla daha yash idi, fakat bu sonugclar istatistik-
sel olarak anlamh degildi. Biyiik hiicreli degisiklik
hiicreleri, timér grubundaki iki olgu disinda PCNA ile
pozitif reaksiyon vermedi. Bilyiik hiicreli degisiklik
varhigi ile PCNA indeksi arasinda korelasyon saptan-
madi. Sonug olarak verilerimiz biyiik hiicreli degisik-
ligin preneoplastik olmadigini ima etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit B virus, biyiik hiicreli
displazi, proliferating cell nuclear antigen

Formalin-fixed and paraffin-embedded liver biop-
sy specimens of sixty cases of Hepatitis B virus relat-
ed chronic hepatitis, cirrhosis of the liver and cirrho-
sis associated with hepatocellular carcinoma were
evaluated for the occurence and severity of large cell
change and its correlation with proliferating cell
nuclear antigen immunoreactivity.

The occurrence of chronic hepatitis, cirrhosis and
cirrhosis associated with hepatocellular carcinoma
was 25%, 50% and 55%, respectively. Although
severe large cell change was more frequent in the
tumour group, and cases with large cell change were
older than cases without large cell change, these
results were not statistically significant. Large cell
change cells did not show positive reaction with pro-
liferating cell nuclear antigen, except for two cases in
the tumour group. No correlation was detected
between the proliferating cell nuclear antigen index
and occurence of large cell change. Our data sug-
gests that large cell change is not a preneoplastic
change.

Key Words : Hepatitis B Virus, large cell dysplasia,
proliferating cell nuclear antigen

Karacigerde bulyik hiicreli displazi ya da son yillarda
daha cok kabul géren adi ile biydk hiicreli degisiklik
(BHD) niikleer ve sitoplazmik genisleme, niikleer pleo-
morfizm ve hiperkromazi, normal nukleus / sitoplazma
orani ve bazen multipl nukleus ve nukleoluslarin varhidi
ile karakterli bir morfolojik antitedir . ilk kez HbsAg poz-
itif hepatoselltler karsinomlu (HSK) hastalarda tanimlan-
mis ve preneoplastik oldugu vurgulanmigtir, Daha son-
ralar, karacigerde kuctk hiicreli bir displazi tipinin daha
tamimlanmasi nedeniyle blyik hicreli displazi olarak
isimlendirilmigtir ©, Malignite prekirséri oldugu yéniin-
deki celigkili veriler ve kuskular nedeniyle de biyiik
hiicreli degisiklik olarak isimlendirilmesi onerilmistir ©.
BHD degisik etiolojilere bagh siroz ve HSK'da bulun-
abilirse de, hepatit B virusu (HBV) ile arasinda kuvvetli
bir iligkinin varhig éne strdimastar ",

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA), proliferas-
yon gdsteren dokularda sentez edilen, sentez hizi
hicrelerin proliferasyon ve DNA sentezi hizi ile dogru
orantili olan bir proteindir ®. Bu galismada HBV'na bagli
kronik karaciger hastaliklarinin cesitli evrelerinde
BHD'nin varlidi ve orani arastirilmis ve immiinohis-
tokimyasal olarak arastinlan PCNA indeksi ile iliskisi ve
bu htcrelerin proliferatif aktivitesi sorgulanmistir.

GEREGC VE YONTEM

Calismaya, Ege U.TF. Patoloji Anabilim Dal’nin
1979-1993 yillan arasi arsivinden secilen 20 kronik
hepatit B (KHB), 20 kronik hepatit B'ye bagl siroz
(KHBS) ve 20 KHB'ye bagli siroz zemininde gelismis
hepatosellller karsinom (KHBS-HSK) olgusu alindi, Tiim
olgularda etyolojik etken olarak HBV'nun varli§i serolojik
yada dokuda immunohistokimyasal olarak kanitlandi.
Kontrol grubu olarak 10 normal karaciger biyopsisi segil-
di. Incelenen doku érnekleri KHB ve KHBS grubunda ve
HSK iceren 13 olguda igne biyopsi materyali, diger HSK
olgularinda ise kama biyopsisi (n:5) ve parsiyel hepatek-
tomi (n:2) materyali idi.

Tam olgularda Hematoksilen-Eozin ile boyali kesitler
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Resim 1: BHD igeren siroz olgusunda BHD alanindaki hticrel-
erde nikleus ve sitoplazmada irilesme, nilkleer polimorfizm,
baz hiicrelerde birden fazla nukleus varligi (HE, x400).

15tk mikroskobunda BHD'nin varligi ve varolan olgularda
siddeti agisindan degerlendirildi. BHD varligi Anthony ve
arkadaslarinin @ kullandigi kriterler ile degerlendirildi
(Resim 1). Degerlendirme sirasinda, HBV ile iligkili kronik
karaciger hastaliklarinda izlenebilen nukleer hiperkro-
mazi ve niikleer polimorfizm ile ayinci tani yapildi.
BHD'nin siddeti Cohen ve arkadaslarinin (6), kullandigi
kriterler modifiye edilerek asagida belirtildigi sekilde iki
kategoriye ayrildi:

Hafif BHD: BHD hticrelerinin kiclk gruplar halinde
ve daginik halde bulunmasi,

Siddeti BHD: BHD hiicrelerinin kigiik gruplar halinde
fakat altindan fazla odak halinde bulunmasi veya lobdl
yada rejenere nodul yapilarinin biyik bir kismini tut-
masl.

immiinohistokimyasal yontem:

Jelatinle kapli lam zerine alinan 4 mikron kalinigin-
da kesitler bir gece oda sisinda havada kurutuldu,
deparafinize ve rehidrate edildi, %0.5 hidrojen peroksit-
metanol'de 15 dk inkiibasyondan sonra phosphate-
buffered saline (PBS) ile yikanip, non-spesifik antikor
baglanmasinin engellemek icin protein blok sollsyonu (
normal blocking serum, DAKO, Denmark) ile 20 dk
inkiibe edildi. Kesitler daha sonra, arastirmanin
yiritildigu laboratuar kosullarinda optimum dilisyonu
1:80 ve inkiibasyon siresi 1 saat olarak saptanan PC 10
antikoru (DAKO, M879, Denmark) ile inkibe edildi.
immunhistokimyasal boyama daha sonra isaretlenmis
streptavidin ve biotin yéntemi (DAKO LSAB kit, K680,
Denmark) ile strddrdldi. inkiibasyonlar arasindaki tim
yikamalar icin PBS kullanildi. Amino ethyl carbazole
(AEC) kromojen, Mayer hematoksileni ise zemin boyasi
olarak kullanildi. Negatif kontrol i¢in negatif kontrol
soliisyonu (DAKO, N1556, Denmark), pozitif kontrol
olarak tonsil dokusu kesitleri kullanildi.

PCNA boyanma indeksinin sayimi; alan bolmeli bir
okuler (x10) yerlestirilen standart 1sik mikroskobunda
x40 objektif ile rasgele segilen toplam 10 alanda 1000
hepatosit sayildi. Bu alanlarda grantiler yada diffiz tim
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Resim 2: KHBS grubundan bir olguda resmin sol yanindaki
hepatositiered PCNA pozitiflidi izlenirken, sag taraftaki blylk
hiicreli degisiklik gdsteren hiicrelerde PCNA ile boyanma izlen-
memekte (AEC, x200).
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Resim 3: KHBS zemininde hepatosellller karsinom igeren bir
olguda nontimoral dokudan bir gériinim, resmin sol Ust
kogesindeki kliguk rejenere hiicrelerde ve resim orta kisminda-
ki BHD gosteren hepatositlerde nilkleer PCNA pozitifligi (AEC,
x200).

nilkleer boyanmalar, degerlendirmede subjektiviteye
neden olmamak igin pozitif kabul edildi. PCNA boyanma
indeksi, pozitif hiicrelerin sayisi olarak ifade edildi.
istatistiksel analiz Tek yénli Anova ve T testi kul-
lanildi.
BULGULAR

Olgularin yasa ve cinse gére dagiimi, hafif ve siddetli
BHD'nin tani gruplarina gére dagiimi Tablo I'de géster-
ilmistir. TGmar igeren grup, hepatit ve siroz gruplarindan
anlamh sekilde yashydi (SD: 2/57; F= 8.11; p<.ool).
Tanilara bakiimaksizin BHD olan (14; ort: 51,78: SS:
15.1) ve olmayan (34; ort: 42.67, S8: 12.24) olgular yas
agisindan karsilagtinidiginda, BHD iceren grubun daha
yash oldugu saptand: fakat bu istatistiksel 6neme
ulasmiyordu. Tanilar dikkate ainmadan, BHD'nin siddeti
agisindan olgularin yas ortalamalan karsilastinldiginda
anlami farklilk saptanmadi (F: ,759; SD: 5,36; p>.05)
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Normal KC KHB KHBS KHBS-HSK
N 10 20 20 20
Ortalama Yas 36 38.65(5SS5:12.85) 43.651(SS:8.51) 56.75 (SS8:1.75)
Cinsiyet (E/K) 4/6 (% 40/% 60) 13/7 (% 65/% 35) 14/6 (% 70/% 30) 18/2 (% 90/% 10)
Hafif BHD 0 3 (% 15) 6 (% 30) 5 (% 25)
Siddetli BHD 0 2 (% 10) 4 (% 20) 6 (% 30)
PCNA iNDEKSI 25+18.53 191.40+48.31 167.95+35.81 248.50+63.04

Tablo 1 : Olgularin yasa ve cinse gére dadilimi, tani gruplarinda BHD oranlari ve PCNA indeksleri.

BHD gérilme sikhidi hepatit grubunda % 20, siroz
grubunda % 25 ve tiimér igeren siroz grubunda % 55 idi.
Tani gruplarn BHD'nin derecesi dikkate alinmadan
sadece BHD varligi ve yoklugu agisindan
kargilagtirldiginda her (¢ tani grubu arasinda anlamii
farklilik bulunmadi. (F=,571; p>.05) Siddetli BHD, timér
iceren grupta daha yiiksek olmakla birlikte bu istatistik-
sel olarak anlamli bulunmadi.

PCNA pozitifligi, degisik yogunluklarda, graniiler
yada diffliz nukleer boyanma seklinde idi (Resim 2).
BHD hiicreleri, timér igeren siroz grubunda sadece iki
olguda pozitif olarak bulundu (Resim 3). BHD varlidi ile
PCNA indeksi arasinda korelasyon saptanmadi.

TARTISMA

PCNA ekspresyonu cesitli dokulardaki normal, neo-
plastik ve displastik lezyonlarda arastirimisti. Mide
karsinomunun prekirsor lezyonlarinda, PCNA indeksi
hiperplastik veya normal glandlara oranla daha yiiksek
bulunmustur . Mesanenin ve serviksin displastik lez-
yonlarinda da PCNA ile yaygin pozitifiik gdsterilmistir ®°.
PCNA (6zellikle PC10 klonu) karacider patolojisinde
yaygin olarak kullanilmig ve kendini kanitlamis bir prolif-
erasyon belirleyicisidir ***. BHD'yi konu alan calismalar-
da PCNA ile arastinlan hepatoselliler proliferatif aktivite
ile ilgili geligkili sonuclar vardir. Ballardini ve ark “, BHD
iceren karaciger biyopsilerinde yiiksek proliferatif aktivite
saptamig ve hem neoplastik hem de non-neoplastik
hepatositlerde PCNA pozitif nukleuslar saptamisken
diger arastiricilar BHD'nin disik proliferatif aktivite ile
birlikte oldugunu bildirmiglerdir. “**®. BHD alanlari Le Bail
ve arkadaslaninin ' caligmasinda bir vaka diginda genel
olarak PCNA negatif bulunmustur. Bizim olgularmizda
ise HSK iceren siroz grubundaki iki olguda BHD
hicrelerinde PCNA pozitifligi saptanmig, diger olgular-
daki BHD hucrelerinde saptanmamistir. Ayrica olgu-
lanmizda BHD varligi ile PCNA indeksi arasinda kore-
lasyon goésterilememigtir.

BHD ilk tamimlandidinda premalign bir lezyon oldugu
one surtlmuastir . Degisik etiolojilere bagl siroz, siroz
zemininde gelismis HSK ve non-sirotik zeminde gelismis
HSK olgularinda BHD goriilme sikligi sirasiyla % 9.6-48,
% 22-77 ve % 4.6-40 arasinda degisen degerlerde
bildirilmektedir "2%1*1"_ Sjrozdan BHD'ye ve karsinoma
giden kronolojik dizilim bazi yazarlar tarafindan 6ne

strdlmustlr . Siroz, siroz zemininde gelismis HSK ve
nonsirotik zeminde gelismis HSK olgularinda BHD
frekanslar arasinda anlamli bir farklilik bazi calismalarda
gosterilememisken, bir gok galismada BHD varhigi HSK'h
hastalarda anlamli sekilde ylksektir @4, BHD varliginin
yas, cinsiyet ve sirozun etiolojisinden bagimsiz olarak ti¢
ila bes kat yuksek HSK gelisimi riski ile birlikte oldugu
vurgulanmaktadir ™,

BHD, HSK'a predispozisyon yaratan bir diger faktor
olan kronik HBV enfeksiyonu ile sik olarak birlikte bulun-
maktadir. HBV ile iligkili kronik karaciger hastaliklarinda
BHD insidansi non sirotik zeminde ve sirotik zeminde
gelismis HSK olgularindaki karaciger dokusunda sirasiy-
la % 6.9-22.2 ve % 51-64.5, timdr icermeyen sirozda ise
% 20.3-36.6 olarak bildiriimektedir "%, Siroz ve HSK
icermeyen kronik B hepatitierinde BHD orani % 20'dir.
¥, Bizim serimizde ise KHB grubunda % 20, KHB-S
grubuhda % 25 ve HSK iceren siroz grubunda % 55
oraninda BHD saptanmisti. BHD icin esas diagnostik
kabul edilen siddetli BHD, HSK igeren grupta daha yiik-
sek olmakla birlikte bu istatistiksel bir anlam tasimamak-
tadir.

Baz aragtinicilar, HBV enfeksiyonunun siroz ve HSK'a
oranla BHD gelisiminde daha giicli bir iligkisi oldugunu
vurgularken, BHD ve viral etioloji arasinda bir iliski gés-
terilemeyen yayinlar da bulunmaktadir %9,

BHD'nin preneoplastik natiiri konusunda celigkili
veri ve gorasler bulunmaktadir. Morfometrik ve kary-
ometrik incelemelerde BHD'nin nukleus/ sitoplazma,
nukleolus/ sitoplazma oranlari normal, rejeneratif ve
HbsAg pozitif hicrelerin oranlarindan daha yiiksektir.
BHD hiicreleri bu acidan normal ve neoplastik
hepatositler arasinda bir yerde bulunmaktadir. Nukleolar
ve nukleer oran agisindan HSK hicreleri ile arasinda
carpici bir benzerlik gdsterilmistir . Watanabe ve
arkadaglan ise ¥, BHD hucrelerinin sitoplazma, mukleus
ve nukleoluslarninin normal hepatositler ile kiiglik hiicreli
hepatosellller displazi ve HSK hiicrelerine oranla daha
blylk olmasina ragmen N/S oraninin normal oldugunu
bildirmektedir. Elektron mikroskopik incelemeler ise
BHD hiicrelerinin dejeneratif degil rejeneratif hiicre 6zel-
likleri gbsterdigini ortaya koymustur #,

BHD ve HSK'nin niikleer atipi 6zellikleri arasinda kali-
tatif bir farklih@mn varligi, BHD hiicrelerinin enzim
aktivitesinin HSK hticrelerinden farkl olusu, bel-2 protei-
ni ve p53 proteininin imminohistokimyasal ekspresyonu
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HSk'da izlenirken BHD hicrelerin de ¢ok dusik oranda
pozitif ya da negatif olmasi BHD'nin prekanserdz
olmadigini destekleyen verilerdir "*2"

DNA icerigini arastiran caligsmalarin sonuglari
BHD'nin heterojen bir lezyon ve andploid subpopulasy-
on tasiyan bir morfolojik antite oldugunu, bu nedenle de
HSK gelisiminde bir prekirsor olabilecegini ima etmek-
tedir ***. DNA icerigi calismalar daha gok niikleer
ploidiyi yansittigi ve hiicresel ploidi hakkinda bilgi ver-
medigi icin bu veriler BHD'nin prekanserdz niteligini
kanitlamak konusunda yetersiz kabul edilmektedir 7.
Bugline dek biriken veriler ve bilgiler BHD'nin HSK ile
ayni karacigerde birlikte bulunan fakat HSK gelisim
slrecine bir katkisi olmayan bir lezyon oldugunu ima
etmektedir ve bu gérus son yillarda genel bir kabul gor-
mastdr #*#%. BHD'nin kronik hepatosit hasari ve diizen-
siz hepatosit rejenerasyonu sonucu ortaya ¢ikan dejen-
eratif veya anormal ya da degismis bir hepatosit rejen-
erasyonu olabilecedi vurgulanmaktadir *'#. Bir diger
patogenetik model de kronik karaciger hastaliklarinda
sUrekli hepatosellller hasar ve rejenerasyon sonucu bir
grup hepatositin terminal diferansiasyon ve poliploidiza-
syona ugramasi ve bu hicrelerde hiicre boliinmesinin
programlanmis mekanizmalarinin bozulmasi sonucu
BHD igin tipik olan nikleer degisiklikleri gosteren bir
hicre grubuna dénusmesidir. Terminal diferansiasyona
giden bu hucrelerde proliferasyon potansiyelinin disik
olmasi nedeniyle HSK'a ilerleme kapasitelerinin disik
oldugu kabul edilmektedir ",

Calismamiz, HBV ile iliskili kronik karaciger hastalik-
larinda HSK iceren olgularda BHD varliginin yiksek
oldugunu fakat bunun anlamli olmadigini, BHD varliginin
yas ile iliskisi olmadigini ve BHD hiicrelerinin dustik pro-
liferatif aktivite ile birlikte oldugunu gdstermistir. Sonug
olarak BHD hcrelerinin kronik HBV enfeksiyonu ile
degisiklige ugramis, dislk proliferatif aktivite gdsteren
ve HSK prekirsorl olma olasiigl zayif olan bir hiicre
grubu oldugunu disunmekteyiz.
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