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OZET

Hepatositler normalde gok yavas bir yenilenme hizina sahip
stabil hiicrelerdir. Kronik viral hepatitin prognozunda karaciger
sirozuna gidis ve hepatoselliller karsinom geligimi acisindan
hepatositlerin regeneratif bilylime hizi kritik bir 6nem tasir. Bu
on caligmada, kronik viral hepatitlerde histolojik tablonun
sayisal ifadesi olan Knodell indeks profili ile hepatosit
proliferasyon hizinin belirlenmesinde DNA polimeraz delta’nin
yardimei proteini olan proliferasyon belirleyicisi proliferating
cell nuclear antigen (PCNA) indeksinin yeri ve iligkilerinin
incelenmesi amaglanmigtir. 1994-1995 yillari arasinda Ondokuz
Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklarn Anabilim Dali
tarafindan serolojik olarak B ve C hepatit enfeksiyonu tanisiyla
izlenen ve Patoloji Anabilim Dal’'nda kronik viral hepatit tanisi
konulan 10 adet kronik persistant hepatit ve 10 adet presirotik
gvreyi de iceren kronik aktif hepatit olgusuna ait toplam 20
karaciger igne biyopsi drneginde, portal inflamasyon, piecemeal
nekroz, fibroz portal alan geniglemesi parametreleri
derecelendirildi, streptavidin biotin peroksidaz ydntemi ile daha
sonra PCNA ekspresyonu arastinldi. Knodell histolojik aktivite
(KHA) indeksi kronik aktif ve persistant hepatitler arasinda
anlamh farklilik gosterdi. Kronik persistant hepatitli tim
olgularda KHA indeksi 4 iken, aktif hepatitlerde bu deger tim
olgularda 7 olarak belirlendi (z=4.98, p<0.05). Kronik aktif ve
persistant hepatit gruplarinda PCNA indeksleri arasinda ve KHA
ile PCNA indeks degerleri arasinda anlaml bir fark saptanmadi
(z=0.67, p>0.05 ve r=0.21, p>0.05).

SUMMARY

Hepatocytes are stable cells whlch have very slow
proliferative activity. Regenerative activity has a critical role
in the progress of chronic viral hepatitis to liver cirrhosis and
hepatocellular carcinoma. In this preliminary study, our aim
was to look for the association between Knodell histologic
activity (KHA) index which is used for the assesment of
histological changes as a quantitative analysis method and
proliferating cell nuclear antigen [PCNA) which is the
auxillary protein of DNA polymerase- -delta, index. Ten
patients with chronic persistant hepatms and' ten with
cirthosis + chronic active hepatitis whose serological
markers for hepatitis B or C viruses were evaluated in liver
biopsy specimens PCNA expressions were studied by
streptavidin biotin peroxydase technique. KHA index showed
significant difference between chmmc persistant and
chronic active hepatitis cases. _In chronic persistant
hepatitis, KHA index was equal or less than 4, and in chronic
active hepatitis, the index was equal or more than 7(z=4.98,
p<0.05). PCNA index was not different in two histologic
groups and there was no correlation between KHA index and
PCNA expressions (z=0.67, p>0.05 and r-l) 21, p>0 05).
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GiRis

Karacigerde hastaligin semptomatik, biyokimyasal veya
serolojik delilllerinin 6 ay veya daha uzun siire devam etmesi ya
da tekrarlamasi kronik hepatit olarak bilinir"®. Kronik hepatit
olgularimin bilyilk kismi viral hepatitlerden ozellikle de B ve C
virus hepatitlerinden sonra gelisir. B-virus hepatiti gegiren
eriskinlerin %15'i ve C-virus hepatiti gegiren hastalarin ise
%50'sinden fazlasi kronik viral hepatit gelisim riski altindadir®.
Kronik hepatitler; inflamasyonun yayginhigl temel alinarak,
klinikopatolojik geligim ve sonuglari birbirinden farkh olan aktif
(agresif) ve persistant formlara aynimaktadirlar. Persistant
hepatitlerde inflamatuar siireg portal alanlar ile sinirlyken, aktif
formlarda bu, parankim igerisine yayllmakta ve hepatosit
harabiyetine neden olmaktadir"?.

* Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakilltesi Patoloji Anabilim Dah

Kronik aktif hepatitler, ¢ok iyi bilinmeyen bazi geligim
mekanizmalari ile karaciger sirozu ve hepatoselliler karsinom
gelisim potansiyeli gosterirler. Karsinogenezde en onemli faktor
persistant hepatoselliiler nekroz ve bunun sonucu geligen
irrgiiler rejenerasyondur®.

Proliferating cell nuclear antigen (PCNA/(Cyclin), DNA-
polimeraz delta'min yardimci proteinidir ve prolifere hiicrelerde
hiicre siklusunun ge¢ G1 ve S fazi boyunca sentez edilir, DNA
sentezi igin gereklidir ve cesitli lezyonlarda proliferasyon
belirleyicisi olarak kullanilmaktadir®.

Hepatositler normalde gok yavag bir yenilenme hizina sahip
stabil hiicrelerdir. Ancak timér supresdr genlerin inaktivasyonu
veya protoonkogenlerin aktivasyonu gibi gen mutasyonlari
sonucunda proliferasyon igin uyanlabilirler. Fibrozisin-olmadidi
durumlarda proliferatif aktivite sonucu geligen regenerasyon

daha ok iyilesmenin bir gdstergesiyken tabloya fibrozisin
katilmasi siroz gelisimine zemin hazirlayabilir. Kronik viral
hepatitlerde hepatositlerin proliferatif aktivitesinin saptanmasi
hastaliin dogal gidiginin onceden belirlenebilmesi ve tedavi
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etkinliginin degerlendirilebilmesine imkan saglayan bir
prognostik faktér olabilir.

Bu caligmarda, kronik viral hepatitlerde hepatosit
proliferasyon hizi imminohistokimyasal yontem kullanilarak
PCNA indeksi ile arastirilmis, bunun inflamatuar aktivite ile
iligkisi incelenmistir.

GEREC VE YONTEM .

1994-1995 yillarn arasinda Ondokuz Mayis Universitesi Tip
Fakilltesi Patoloji Anabilim Dali'nda kronik viral hepatit tanisi
konulan olgularin arasindan secilen 10 adet kronik persistant
hepatit ve 10 adet presirotik evreyi de igeren kronik aktif hepatit
olgusuna ait toplam 20 karaciger idne biyopsi drnedi calismaya
alinmigtir. Galigmaya alinan 20 kronik viral hepatitli hastanin
8’inde serolojik olarak Hepatit B virus ve 5'inde de Hepatit C
virus enfeksiyonu saptanmistir.

Yapilan histopatolojik incelemede olgular, konulan
histopatolojik tanidan bafimsiz olarak, Knodell ve ark.
tarafindan Gnerilen kronik hepatitierde histolojik tablonun
sayisal ifadesi olan modifiye indeks(KHA indeksi; tablo 1)
kullanilarak, portal inflamasyon, piecemeal nekroz, fibréz portal
genisleme parametreleri derecelendirildi™”. Olgularda retikiilin
gatisi ve portal alan parankim iligkisinin degerlendiriimesinde
H&E boyasina ek: olarak giimiigleme (Gomori) ve trikrom
(Gomori) boya yontemlerinden vyararlanildi.  PCNA
immunreaksiyonu igin; olgulara ait 20 karaciger igne biyopsisi
ve kontrol grubu olarak erigkin yas grubundan secilen, primer
hastaliji karaciger kokenli olmayan ve histopatolojik olarak
normal 8 otopsi olgusuna ait karaciger doku orneklerinin 24
saat %10'luk tamponlu nétral formalinde fikse edilmig ve rutin
doku takibinden gegirilerek parafine gémiilmiis doku drnekleri
5u kesitlerine, anti-human, mouse PCNA (clone:P10, Zymed,.
CA, USA) antikoru ile streptavidin biotin peroksidaz (Zymed, CA,
USA) kiti kullamlarak PCNA ekspresyonu aragtirldi.
Degerlendirmede her olgu icin boyanmis niikleus/1000
hepatosit niikleusu orani saptandi. Bulunan degerler ile KHA
indeks degerleri iligkisi Mann Whitney U ve regresyon analizi
testleri kullanilarak degerlendirildi.

Tablo 1: Modifiye Knodell histolojik aktivite indeksi

BULGULAR

PCNA immiinreaktivitesi hepatosit niikleuslarinda izlendi.
Endojen biotin aktivitesine baglanan intrasitoplazmik
nonspesifik boyanmalar minimal diizeyde saptanmigtir.
Reaksiyon gozlenen hepatositler randomize bir dagihim
gostermekteydiler. Kontrol &rneklerinde ise ancak birkag tane
imminoreaktif hepatosit izlendi (resim1,2). Kronik aktif ve
persistant hepatit gruplarinda PCNA indeksleri arasinda anlamli

Ankara PE!I(‘.III:IJII Blteni  Cilt 13 (1), 52-54, 1996

Resim 1: Bir kronik Hepatitis B olgusunda PCNA
imminreaksiyonu (Olgu 3; KHA indeksi=11) (biotin streptavidin
peroksidaz, x400).

Resim 2a: Bir kronik Hepatitit C olgusu (Olgu 4; KHA
indeksi=10 H&E, x200).

bir fark saptanmadi(z=0.67, p>0.05).

Knodell histolojik aktivite indeksi; kronik aktif ve persistant
hepatitler arasinda anlamli farklik gosterdi. Kronik persistant
hepatitli tim olgularda KHA Indeksi 4 iken, aktif hepatitlerde bu
deger tim olgularda 7 olarak belirlenmistir(z = 4.98, p<0.05).
(tablo 2).

Kronik hepatitlerin KHA indeksi ile PCNA indeks degerleri
arasinda anlaml fark saptanmadi(r=0.21, p>0.05).

TARTISMA

Hiicre siklusu; sentez dncesi, sentez, mitoz dncesi ve mitoz
evrelerinden olusur ve organizmadaki hicreler yenilenebilme
guclerine ve hicre siklusu ile iligkilerine gore labil hiicreler,
stabil hiicreler ve permanent hiicreler olarak siniflanirlar. Bu
siniflamada stabil hiicreler oldukga disik bir cogalma aktivitesi
gosterirlerken cesitli uyaranlar karsisinda prolifere olurlar®.
Stabil grup igerisinde yer alan hepatositler, normalde gok yavas
bir yenilenme hizina sahiptirler. Cesitli nedenlerle, muhtemelen
genotoksik uyaranlar sonucu ile de proliferasyona ugrarlar®.
PCNA ekspresyonu, hem malign potansiyel tagiyan timdrlerde
hem de cesitli lezyonlarda proliferatif/reperatif/rejeneratif
aktivitelerin degerlendirilebilmesine imkan sagdlamaktadir®,
Pozitif PCNA imminreaksiyonu; hiicre replikasyonu ile iligkili
olarak eksprese edilmesine veya DNA onarimi sonuca olugan
PCNA’in yeniden dagiimina ve/veya PCNA geninin az veya fazla
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Tablo 2: Kronik persistant “hepatitis olgularimizda
degerlendirme sonuglar
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Tablo 3: Kronik aktif (agresif) hepatitis olgulanmizda
degerlendirme sonuglari
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Resim 2b: Ayni olguda inflamasyona komsu hepatositlerde
PCNA immiinreaksiyonu.
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ekprese edilmesi ile iligkili degisikliklere bagh olabilir'
Toshitsugu ve ark., kronik viral hepatitlerde yaptiklan ¢alismada,
olgu gruplan kendi iglerinde dnemli farkhliklar gosterseler de,
aktif ve persistant hepatitler arasinda proliferatif indeksin
anlamli farkilik gdsterdigini saptamiglardi®. Bu galismada
persistant hepatitli olgularin timiinde PCNA indeksi %3’ln
altinda kalirken aktif hepatitli olgulann %23.4’linde indeks
%3.5'in Uzerindedir, ancak Toshitsugu ve ark., PCNA ve KHA
indeksleri arasinda anlamli bir iligki tespit edememislerdir®.
Kronik viral hepatitlerde olgunun siroza ya da karsinoma
ilerlemesinde persistant hepatoselliiler nekroz ve bunun sonucu
ortaya ¢ikan diizensiz rejenerasyon nodilleri Gnemli rol oynar®.

Bu calisma ile kronik persistant hepatit ve aktif hepatitler
arasinda histolojik aktivite indeksinin belirgin fark gosterdigi bir
kez daha ortaya konmustur. *Ozellikle presirotik evreyi igeren
olgularda gozlendigi lizere siroza gidiste “bridging” fibrozis dn
plana gikmaktadir. Caligmamizda aktif hepatit olgularina ait
PCNA indeksleri incelendiginde aralarinda énemli farkliliklarin
oldugu tespit edilmistir. PCNA indeksleri arasindaki bu
degiskenlik persistant hepatit olgularinda bu derecede belirgin
dedildir. Aktif ve persistant hepatit olgularinda PCNA indeksleri
arasinda da anlamli fark bulunamamusgtir. Bir 6n ¢aligma olan bu
arastirmada olgu serisini  kugikligi ve istatistiksel
degerlendirmede non-parametrik test kullanma zorunlulugunun
bu sonucu ortaya cikardigini diisiinmekteyiz.
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