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GiRIi$

Karacigerde kronik yangisal yanita neden olan bir ¢ok faktdr organi
hasardan koruyan ve karmasik bir sire¢ olan fibrozise yol agar. Karacigerde
fibrozise neden olan major fibrojenik hicre Hepatik Stellat Hucrelerdir.
Myofibroblastik aktiviteye sahip bu hlcreler sinuzoidlerde kontraksiyona
neden olur ve adeta bir kollagen Uretim merkezi gibi gorev yaparak, Disse
araligini kendi Urettigi kollagen ile doldurarak fibrozise neden olur. Son
yillarda yapilan arastirmalarda fibrozise neden olan sadece HSH dedgil
hepatosit ya da kolanjiyositlerin de epiteliyal mezenkimal degisime ugrayarak
ekstrasellUler matriks proteinlerini salgilamasidir. Bu degisim bir ¢gok uyaran
ve kompleks olaylar sonucunda meydana gelir. Epitelyal-mezenkimal
doénusum gosteren bu hcrelerde fibroblast spesifik protein-S100A4, vimentin
ve a-duz kas aktininin de-novo ekspresyonunun, bazal membran
bilesenlerinden fibronektin ve tip I/lll kollagen molekullerinin Uretiminin
gercgeklestigi dusunulmektedir. Calismamizda karaciger kalin igne biopsi
materyallerinde periportal alanda izlenen bu epiteliyal-mezenkimal dondsime
ugramig hucrelerin hem epiteliyal hem mezenkimal belirleyicileri birlikte
eksprese ettiginin gosteriimesi amacglanmigtir. BolimUmuizde incelenmis
karaciger kalin igne biopsi materyallerinden farkh fibrozis skorlarina sahip ve
yeterli doku ornegi bulunan 70 olguya ve degisik nedenlerle (tUmor
komsulugu, kist hidatik vs) eksize edilmis, karaciger dokusu olagan olarak
degerlendiriimis 20 adet kontrol olgusuna TGF-B1, FSP1/S100A4, a-Diz kas
aktini, Kollagen tip | ve E-kaderin immunohistokimyasal boyalari
uygulanmigtir. Fibrozis gelisim surecini kavramak, fibrozisin ilerlemesiyle
ortaya ¢ikan ve mutlak élimle sonlanan sirozda sureci yavaglatmaya, hatta
fibrozisi geriletmeye yarayacak anti-fibrojenik tedavi ydntemlerinin
anlasiimasini ve gelistiriimesini saglayacaktir. Gunumuzde karaciger fibrozisi
engellenebilir ve siroz da geri donebilir patolojik surecler olarak kabul

edilmekte ve caligmalar fibrozisi engellemek yoninde yogunlagsmaktadir.






GENEL BILGILER

KARACIGERIN HiSTOLOJISI

Karacigerin mikroanatomik yapisi, kanin arteriyal ve portal vendz
damarlar ile karaciger parankimine ulasip, kordonlar bigiminde dizilen
hepatositlerce islendikten sonra terminal hepatik venullere dokulmesi temel
alinarak belirlenmigtir. Bu bakimdan karacigerde mikroskopik olarak dikkat
edilmesi gereken en belirgin yapilar porta hepatis araciligiyla karacigere
ulasan, kuguk dallar halinde karaciger parankimine dagilan portal ven ve
hepatik arter yani sira safra duktusunu da iceren portal alan ve
hepatositlerdir (1-4). Karaciger biopsilerinin yorumlanmasinda bilindigi gibi
mikroskopik olarak lobulin tanimlanmasi ve gosteriimesi daha kolay
oldugundan histopatolojik tanimlamalarda lobul terminolojisi tercih edilmekle

birlikte asinus terminolojisinin de Ustuinltigund savunanlar vardir (2).

Sekil-1: Hepatik lobul ve asinus



Karaciger lobulinU olugsturan hepatositler tek hicre kalinhdinda olup
lobulin periferinden merkezine dogru 1sinsal tarzda dizilir. Portal alan
cevresinde dairesel dizilim gosteren hepatositler sinirlayici tabaka (limiting
plate) olarak tanimlanir. Komsu iki hepatositin sitoplazma membranlariyla
olusan safra kanalikulleri, karaciger lobuli boyunca anastamoz yapan
kompleks bir ag olusturur, sinirlayici plaga yakin alanlarda Hering kanallarina
ve daha sonra portal alan igerisindeki safra kanallarina baglanir. Boylece
safra, kanin ters yonunde yani klasik lobllin merkezinden periferine dogru
akar. Tek sirali hepatosit kordonunu her iki yanindan saran kapiller damarlar,
sinuzoid olarak tanimlanir. Sinuzoidler, aralikli endoteliyal hicrelerle dosel
kapiller damar benzeri yapilardir. Sinuzoidleri déseyen endoteliyal hicreler
ile hepatositler arasindaki bosluk Disse araligi olarak adlandirilir. Bu aralikta
Tip Il ve IV kollagen lifler ile hepatosit membraninin mikrovilluslari bulunur.
Bu alan makromolekillerin sinuzoidal [imenle hepatositler arasindaki degis
tokusuna izin verir. Ayrica sinuzoidal yuzeyde Kupffer hiicreleri, Disse
araliginda ise hepatik stellat hiicreler (HSH) bulunur. Hepatik stellat
hicreler (ito, liposit ya da karaciger spesifik perisit olarak da bilinir) yag
depolayan modifiye fibroblastlar olup kollagen sentezinden sorumludur. HSH,
yangisal ya da toksik hasarla myofibroblast benzeri aktif hiicrelere donuserek
lobul igi fibrozise neden olur. HSH rutin preparatlarda ¢ok zor goérilebilen bir
hicredir. immunohistokimyasal olarak sinaptofizin antikoruyla hem inaktif
hem de aktif HSH, duz kas aktiniyle ise sadece aktif HSH’ler gdsterilebilir (4).



KARACIGER BIOPSILERINE GENEL YAKLASIM

Karaciger biopsilerinin mikroskopik incelemesinde &ncelikle temel
histolojik yapilara bakilir. ilk olarak portal alan incelenir. Genelde portal
alanda yer alan anatomik olusumlardan hepatik arter ve safra duktusu bir
veya ikiser adet olabilir. Ayrica Glisson kapsulu de 6rneklenmis olabilir ve
patolojik fibréz doku olarak yanlis degerlendirilebilir. Ancak kapsul dokusu
daha yogun ve matur bir fibréz tabakadir. Mikroskopik olarak ilk dnce kiguk
blylutmede biopsinin boyutu ve yeterliligine bakilir. Optimal degerlendirme
icin en az 2 cm uzunlugunda, 16 “gauge” capinda biopsi gereklidir. Gerek
kronik hepatit tani ve skorlamasi gerekse de diger hastaliklarin

degerlendirilebilmesi igin biopsinin en az 11 portal alan icermesi gereklidir.

Genel yapidaki degisiklikler; distorsiyon, duzensizlik, fokal lezyonlar,
degisikliklerin dagilimi, parankimal nodularite ve fibrozis degerlendirilir.
Kiclk buyutmede genel bir kani olustuktan sonra blyuk buyutmeye
gegilerek lobdl igindeki bulgular; inflamasyon, kolestaz, fibrozis,
hepatositlerde zedelenme, nekroz varlidi, hiicre i¢ci madde birikimleri, hepatik
kordonlarin durumu (hiperplazi, displazi, rejenerasyon) degerlendirilmelidir.
Portal alanda inflamasyon, fibrozis, safra duktus sayisi, hasari, periduktal
fibrozis, safra tikaci, safra duktul proliferasyonu degerlendirilir. Santral ven,
portal ven ve hepatik arterde inflamasyon, trombozis ve fibrozise bakilir.
Sinuzoidlerde konjesyon, doseyici hiucrelerdeki degisiklik ve anormal madde
birikimi degerlendirilir. Pek c¢ok lezyonda portal alan ve sentrlobiiler

hepatositler hedef oldugu igin ilk ve en ¢ok incelenmesi gereken bolumlerdir.



KARACIGER BIiOPSILERINDE UYGULANAN HiSTOKIMYASAL
BOYALAR

Retikulum Boyasi: Retikulum liflerini gdsterir. Hepatik hicre kordonlari
arasinda sinuziodleri saran retikiler agi ortaya cikarir. Ayrica nekroz
gelismigse kollaps ile o alanlar daha net ayirtedilebilir.

Masson Trikrom: Tip | kollageni gosterir. Portal alan ve blyuk hepatik ven

dallarinda bulunur. Fibrozisin derecesi igin dnemlidir.

Tip | ve V kollagen: Portal alan bag dokusu ve santral ven (terminal hepatik
venul) duvarlarini boyar. Portal alanlardaki normal bagd dokusunun iginde
agirlikh olarak tip | ve tip V kollagen bulunur. Portal alanlarda tip IV kollagen
sadece safra duktuslarinin bazal membraninda ve damar duvarlarinda
bulunur. Santral ven (terminal hepatik venul) duvarlari tip | ve V kollagen ile
boyanirken, Disse araligindaki kollagen (retikulum lifleri) tip 11l kollagen ile
boyanma 6zelligi gosterir.
Demir Boyasi (Prusya mavisi): Hemosiderin birikimini gosterir. Safra yesil;
lipofuksin ise sarl kahverengi boyanir.
Diastazli PAS: Lipofuksin ve seroid pigmentini, safra duktuslarinin bazal
membranini veduktulleri gosterir.
Orsein: Akut hepatik nekroz ile fibroz septumu ayirt etmek igin elastik lifleri
gOstermesi yani sira hepatit B ylzey antijeni, lizozomlardaki ¢ézinmeyen
metallothionin gibi bakira baglanan proteinleri ortaya ¢gikarmada kullanilir.
Rhodanin Boyasi: Bakir birikimini gostermek igin kullanilir (4).
IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYALAR
CD31: Normal sinuzoid endotelini ddseyen hicreler CD31 ile pozitif
boyanirken, CD34 ile negatiftir. Bazi sirotik nodullerde sinuzoidlerde CD34
pozitifligi belirirken, benign ve malign karaciger tumorlerinde CD34
pozitifliginin siddeti ve yayginligi artar.
CD34: Kapillerlesmis sinuzoidleri gosterir (3).



KARACIGER HASARINDA GORULEN ELEMENTER LEZYONLAR

HEPATOSIT DEJENERASYONU VE NEKROZ
Balon dejenerasyonu ve apoptozis

Hepatosit hasari ve takip eden nekroz iki major formda izlenir. ilki balon
dejenerasyonu olarak tanimlanir. Karaciger hucreleri sigkin, yuvarlak soluk
sitoplazmalidir, sitoplazmik kalintilar nukleus etrafinda toplanir, hicre
membranlari belirgin dedildir. NUkleuslar sigkin olup, nukleol belirginligi ve
nikleer membran yogunlugu vardir. Balon hepatositler litik nekroza giderken
bu hucrelerin bulundugu hepatosit kordonlari kaybolur, bu alan kollaps odagi
seklinde gorllir ve bu alanda lenfositler ile az sayida Kupffer hucresi
bulunur. Hepatosit sitolizi kiglik oldugunda gdézle goérilmez ancak
inflamasyon iceren odagin varhdi ile anlagilir. Alternatif olarak hepatosit
sitoplazmasinda tutulan safra da hepatositlere balon dejenerasyonu gibi
siskin kopuksu bir goérinum verebilir. Safra yollari patolojilerinde izlenen bu
bulgu tuysu dejenerasyon olarak tanimlanir. Hepatosit hasarinin bir diger
formu asidofilik dejenerasyon ve olumdir. Bu durumda hicreler, yogun
eozinofilik sitoplazmali, piknotik veya parcali nikleuslu gorular. Bazi hicreler
ise buzusmus, nikleer yapisi olmayan asidofilik cisimcik seklinde olabilir.
Apoptozis ile hucre dlumanin gostergesi olan bu yapilar Councilman cismi
olarak da adlandirilir. Bu hicreler de Kupffer hicrelerince fagosite edilir. Her
iki sekilde olan hepatosellller nekroz, tek tek veya bir grup hepatositi etkiler.
Bu sekilde fokal olarak hicrelerin yoklugu ve o alanda lenfositlerin bulunmasi
fokal nekroz olarak tanimlanir. Bu alanlar retikulum ile boyandiginda stromal
kollaps izlenir.

Konfluent nekroz

Fokal nekroza gore biraz daha yogun ve agir hepatoselliler hasar
sonucu daha fazla komsu hepatosit grubunun kaybi ile karakterli nekroz
tirtidir. iki sekilde olabilir. Zedelenmenin siresi ve tipine bagli olarak balon

dejenerasyonunu takiben veya daha az siklikta iskemi benzeri koagulatif



degisiklikleri takiben olusabilir. Genellikle zonal dagiim gésterir. Ozellikle
sentrlobuler konfluent nekroz, hepatotoksik ila¢ kullanimlarinda (toksik
hepatit), mantar ve karbon tetraklorlr zehirlenmelerinde, hipoperfizyon
durumlarinda (sok, sol kalp yetmezligi) izlenir. Fokal nekrozda oldugu gibi
nekrotik alanda lenfosit ve makrofajlarin birikimi, retikulum kollapsi, agir
vakalarda portal alanlarin gevresinde safra duktul proliferasyonu izlenir.
Glve yenigi (“piece-meal’) nekrozu veya interfaz hepatit

Portal alani infiltre eden yangi hucrelerinin portal alan sinirini (limiting
plate) asmasi periportal parankime ilerlemesi ile karakterli nekroz taradar.
Kronik hepatitlerde sik gorulur. Bu nekroz turinin nedeni tam olarak
anlasilamamis olmakla birlikte immunolojik reaksiyon olarak kabul
edilmektedir. Burada biriken hucrelerin ¢cogunlugu CD8 T lenfositler, az bir
kismi da CD4 T lenfositlerdir. Yangi hucreleri yerine bu sekilde safra
duktuslarinin periportal parankime ilerlemesi ise duktuler “piece-meal” olarak
tanimlanir ve gesitli kronik kolestatik hastaliklarda karsimiza gikar.

Kopriilegsme nekrozu

Vaskduler yapilari birbirine baglayan; santral ven ile portal alan arasinda
veya her iki portal alan arasinda izlenen nekrozdur. Santral ven ile portal
alanlar arasindaki koprilesme nekrozu genelde kronik hepatitte izlenir.
Koprulesme fibrozisinden ayirt etmek icin histokimyasal boyalar yardimci
olabilir. Nekroz eger bir lobullu kapsiyorsa submasif nekroz, karacigerin pek
¢ok alanini igeriyorsa masif nekroz olarak tanimlanir. Bu tar genis nekrozlar

genellikle karaciger yetmezliginde goralur.

INFLAMASYON
Akut ve kronik yangi hucrelerin varligi ile karakterlidir ve hepatit olarak
tanimlanir. Hepatosit nekrozu sonrasi gorulebildidi gibi tersi de olabilir.
Hepatositlerin T lenfositler tarafindan saldiriya ugramasi, karaciger hasarinin
temel nedenidir. inflamasyon portal alana sinirli olabildigi gibi tiim parankime

de yayilabilir.



REJENERASYON
Karaciger rejenerasyon kapasitesi oldukga yuksek bir organdir. Mitoz ile
ortaya c¢ikan hepatoselliler proliferasyon, hepatosit kordonlarini kalinlagtirir
ve parankimal yapilarda disorganizasyona yol agar. NUkleuslar perifere dogru
yer degistirir. Safra duktus proliferasyonu da izlenir. Hepatoselliler nekroz
oldugunda eger retikulum catisi korunmugsa fulminant karaciger yetmezIigi

bile olsa karacigerin rejenerasyon yetenegi surer ve doku eski halini alabilir.

FIBROZiS

Kronik zedelenme sonucu karaciger iginde fibrozis olusturan
mekanizmalar harekete gecer. Periportal alanda ve eger varsa kollaps
alanlarinin Uzerinde geligsen fibrozis zamanla ilerler ve fibréz bantlar
karacigerin ¢esitli bolgelerini birlestirerek kdprulesme fibrozisini ortaya gikarir.
Fibrozis zamanla mikroasiner yapiyli bozar ve karaciger ici kan akimini
etkiler. Sonugta ilerleyerek bag dokusu ile c¢evrelenmis rejenere
hepatositlerden olusan parakimal noduller ile karakterli siroz gelisimine
neden olur. Fibréz doku gelisimi, inflamasyon veya toksik hasara karsi

gelisen bir cevaptir. Genellikle irreversibldir.

KOLESTAZ
Safranin karaciger parankimi icinde patolojik birikimidir. Bdylece safra
H&E kesitlerde gorulebilir hale gelir. Akut, kanaliktler veya duktuler kolestaz
seklinde olabilecegi gibi kronik formlarda kolat stazi seklinde de olabilir. Sari
yesil pigment birikimi hepatosit ve Kupffer hlcrelerinde izlenince kanalikuler

safra tikaglarinin varligi arasgtiriimalidir (5).



KRONIK HEPATIT NEDENLERiI VE MORFOLOJIK BULGULAR

Kronik hepatit, kalici ve siklikla ilerleyici bir karaciger yangisi olup,
histolojik olarak portal alanlarda ve parankimde lenfositik infiltrasyon,
hepatosit hasari ve fibrozis ile karakterizedir. Tanisi i¢in hepatite 6zgu klinik,
serolojik ve histolojik bulgularin 6 aydan fazla sirmesi esas alinmigtir. Kronik
hepatit etiyolojisinde pek ¢ok etken rol almaktadir. Bunlarin basinda Hepatit
B, C ve D virusleri (HBV, HCV, HDV) gibi viral nedenler gelmektedir.
Otoimmdanite, ilag kullanimi ve toksik maddeler diger énemli nedenlerdir.
Bunlardan bagska Wilson Hastaligi, a-1 antitripsin eksikligi, hemokromatozis
gibi metabolik hastaliklar ve primer biliyer siroz, primer sklerozan kolanijit gibi
inflamatuar safra yolu hastaliklari da kronik hepatit histopatolojisi ile
karsimiza c¢ikabilir. Uzakdogu, Ortadodu ve bu kusakta yer alan Ulkemizde
kronik hepatit etiyolojisinde en sik viral hepatitler gorulirken, bati Glkelerinde
en sik neden alkol kullanimidir. Ulkemizde yapilan cesitli arastirmalarda
etiyolojik neden olarak viral hepatitlerin goértilme sikhgr %50-90 arasinda
degdismekte iken, alkolik siroz sikligi %10 dolaylarindadir. Ayrica nedeni
bilinmeyen kriptojenik hepatit diye adlandirilan kiguk bir grup daha vardir (6).

Kronik hepatitte histopatolojik degisiklikler dort grupta toplanabilir; portal
yangl, lobll i¢i degenerasyon ve nekroz, periportal glveyenigi (piecemeal)
nekrozu (interface hepatit, portal/septal sinir hepatiti). Dordlincu temel
degisiklik bu olaylarin sonucunda gelisen fibrozistir. Tum bu degisiklikler
karaciger iginde dizensiz olarak dagilir. Portal yangi olusturan hucreler
baslica lenfositler, plazma hicreleri, makrofajlar, bazen bunlara ek olarak az
miktarda notrofil ve eozinofillerdir. Lobdl i¢i dejenerasyon ve nekroz ise
kendini hepatositlerde sisme, parankim hucrelerinin kiiglk gruplar halinde
nekroza ugradigi ve bunlarin yerini mononukleer hucrelerin aldigi fokal
nekrozlar ya da tek hicre nekrozlari sonucunda olusan asidofilik cisimcikler

(Councilman cisimcikleri) olarak gosterir. Periportal guve yenigi nekrozu
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(interfaz hepatit, portal sinir hepatiti), kronik hepatitin aktivitesini en fazla
etkileyen lezyon olup, hepatositin hicresel immdn yaniti tarafindan
programlanan nekrozudur. Ornegin; HBV hepatitinde hicre hasarin
olugturan faktor, viris antijenlerinin uyardigl immun reaksiyon olup, virtsun
dogrudan sitopatik etkisinin olmadigi dusunulmektedir. Akut ve kronik
hepatitte yangisal hucre infiltrasyonunun baslica mononukleer hucrelerden
olugmasi ve immunsupresif kisilerde nekro-inflamatuar aktivitenin dusuklagu
de bu goérusu desteklemektedir (7). Pek c¢ok karaciger hastaliginin
patogenezinin temelini T hicre aracili hepatoselltler hasar olusturur (8).
immunohistokimyasal caligmalarda portal alanin kenarinda giive yenigi
nekrozunu olusturan hicrelerin supresor/sitotoksik CD8+ T lenfositler oldugu,
portal alanin ortasindaki hucrelerin ise helper/inducer CD4+ T lenfositler
oldugu gosterilmistir (7). Yakin zamanli bir ¢alismada ise bu lenfositlerin
lenfoblast morfolojisinde oldugu ileri strtlmastur (9). Hepatit gelisiminde viral
etkenlerin yani sira dolasimda mevcut olan mediatorler ve oksidatif stres de
rol oynar. inflamatuar hicrelerin salgiladi§i sitokinler, dolagimdaki
mediatorler ve oksidatif stres birleserek HSH’nin myofibroblasta donismesini
saglar (10). Aktif HSH, antijen sunabilen bir hicredir ve ayrica
makromolekdulleri ve bakterileri fagosite edebilir. T lenfositlerden salinan IL-6,
IL-10, IFN gibi sitokinler HSH’nin pek cok dnemli fonksiyonunu etkilemektedir
(11). Kronik hepatitte hlcre hasari sonucu gozlenen bir diger 6zellik de
hepatosit regenerasyonudur. Bu, hicre kordonlarinin iki ya da daha ¢ok sirali
hal almasi veya rozet seklinde dizilmeler, ¢ift ¢gekirdekli hicrelerde artma,
hicre c¢ekirdeklerinde bliyume ile kendini belli eder (5). Hepatosit
regenerasyonunun devam etmesi halinde hiperplastik ve displastik nodullerin
gelistigi ve bu lezyonlarin hepatoselltler karsinom (HSK) icin éncul lezyonlar
oldugu bildiriimektedir (12,13).
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Ozel kronik hepatit tiplerinde gériilen dzgiin morfolojik bulgular:
Kronik Hepatit B:
Kronik hepatit B’nin en ayirt edici morfolojik 6zelligi H&E boyali

kesitlerde izlenebilen buzlu cam gérunimunde hepatositlerdir. Hepatosit
sitoplazmasinda HBsAg birikimine bagli diz endoplazmik retikulum
proliferasyonu sonucu, hepatosit sitoplazmasi ince granuler, soluk eozinofilik
hal alir ve nukleus kenara itilir(14, 15).

immunohistokimyasal olarak HBV antijenlerinin dokuda gdsterilmesinin
kronik hepatit B tanisini koymada yardimci olmak yani sira hastahgin viral
fazini da belirleyebilecegi 6ne surtlmektedir (15,16). Kronik hepatit B’nin
seyrinde Ug¢ farkli viral faz tanimlanmaktadir; viral tolerans (viral replikasyon)
fazi, virls Kklirensi fazi ve nihai integrasyon fazi. Bu fazlarda HBV
antijenlerinin karaciger dokusunda ekspresyonu fazla olmaktadir (17,18).

Viral replikasyon fazi immun tolerans fazidir ve bu dénemde hepatosit
hasari ve inflamasyon hafiftir. Bu donemde hakim HBcAg boyanma paterni
nikleer iken, HBsAg hepatositlerin gogunda membrandéz boyanma paterni
gosterir (19-22). Viral klirens fazinda ise karacigerde histopatolojik olarak
lezyonlarin giddeti agirdir, degisken derecelerde konfluent nekroz da
olabilir(23,24). Bu dénemde HBc Ag nikleer, sitoplazmik ve membrandz
pozitiflik gosterebilir. Sitoplazmik HBcAg pozitifligi karacigerdeki hasarin
siddeti ve hepatosit rejenerasyonu ile korelasyon gosterir (19,20). Viral
integrasyon fazinda aktif HBV replikasyonu durmustur ama HBsAg, entegre
olmus HBV DNA'yI tasiyan hepatositlerde yapilmaya devam eder. Yaygin
hepatosit gruplarinda HBsAg birikir, HBcAg genellikle saptanamaz (25).

Kronik Hepatit C:
Kronik C hepatitinde patognomonik ve diagnostik bir morfolojik 6zellik

bulunmamakla birlikte nispeten 1limli bir kronik hepatit tablosu ve buna eglik
eden portal alan lezyonlari vardir. Bu portal alan lezyonlari; lenfoid agregat

ve/veya lenfoid folikil olusumu, hepatik safra kanali lezyonlari yani sira
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sinuzoidal yangisal hlcrelerin aktivasyonu, makrovezikller steatozis, asidofil
degisiklige ugramis hepatositlerin sikligr gibi morfolojik 6zellikler Kronik C
hepatiti icin karakteristiktir (26-30).

Kronik Hepatit D:

HBV enfeksiyonu uzerine yerlesen HDV enfeksiyonu, sadece HBV’ye
bagli gelisen kronik hepatite oranla morfolojik olarak daha siddetli bir tablo
yapar. HDV enfeksiyonuna 6zgu bir morfolojik bulgu yoktur. Sadece HDV’li
olgularda portal alanlarda belirgin lenfoid agregatlar gelisebilir (31, 32).
Virusun dokudaki varligi ancak immunohistokimyasal olarak Delta antijeninin
hepatosit nikleuslarinda gosterilmesi ile mimkundur (33).

Otoimmun hepatit:
Plazma hicreleri, emperipolezis, peripolezis, interfaz hepatitin belirgin

olusu ile ayirt edilebilir (5).
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KRONIK HEPATITLERDE ISHAK SKORLAMASI

Karaciger biopsisi, bugln igin kronik hepatitlerde hastaligin derecesi ve
evresinin tedavi oncesi ve sonrasinda belirlenmesinde altin standart olma
6zelligini henuz yitirmemigtir. Klasik olarak, kronik hepatitin nekro-inflamatuar
aktivitesi olarak tanimlanan derece (grade) ile fibrozis ve vyapisal
degisikliklerin derecelendirildigi evrenin (stage) skorlanmasi tum skor
sistemlerinin temel hedefidir. Morfolojik bulgularin tanimlanmasinda getirilen
kriterlere asina olan deneyimli patologlar arasinda fazlaca uyum problemi
olmamakla birlikte, morfolojik bulgularin sayisal degerlere donustirilmesi
baslica zorluklardan birini olusturmaktadir. 1994’te Kemal Ishak’in
baskanligini yaptigi bir uluslararasi panel, klinik tedavi galismalarina veri
saglamada yardimci olacak bir skorlama sistemini dnermis ve bu skorlarin
biopsideki lezyonlari tanimlayacak sekilde raporlanmasini saglamak amacini
hedeflemistir (34). Bu skorlama sisteminin tanimladigi 4 kategori esas olarak

hastaligin nekro-inflamatuar aktivitesi ile iligkilidir (Tablo 1).
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Tablo 1: Ishak skorunda nekroinflamatuar aktivitenin modifiye
evrelendirilmesi i¢in skorlanan parametreler ve verilen degerler

Periportal veya periseptal interface hepatit

Yok=0

Hafif (fokal, az sayida portal alan)=1

Hafif/orta (fokal, gogu portal alanda)=2

Orta (portal alan veya septalarin %50'den azi)= 3

Siddetli (portal alan veya septalarin %50'den ¢ogu)=4

Konfluent nekroz

Yok=0

Fokal konfluent nekroz=1

Bazi alanlarda zon 3 nekroz=2

Cogdu alanlarda zon 3 nekroz=3

Zon 3 nekroz+ nadir P-S kdprilesme=4

Zon 3 nekroz+ multipl P-S koprulesme=5

Panasiner veya multiasiner nekroz=6

Fokal litik nekroz, apoptoz ve fokal inflamasyon

Yok=0

10xBB'de 1 veya daha az=1

10xBB'de 2-4=2

10xBB'de 5-10=3

10xBB'de 10'dan fazla= 4

Portal inflamasyon

Yok=0

Hafif, bazi veya tim portal alanlarda=1

Orta, bazi veya tum portal alanlarda=2

Orta/belirgin, tum portal alanlarda=3

Belirgin, tum portal alanlarda=4

(BB: buyuk buyltme alani)
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Knodell ve arkadaslari tarafindan gelistiriimis olan Histolojik Aktivite
indeksinin en 6nemli sakincalarindan biri periportal veya periseptal
‘interface” hepatit ile koprilesme nekrozunu ayni  kategoride
degerlendirmesidir (35). Ishak skoru bu iki parametreyi ayirarak farkl
patogenez ve prognostik dneme sahip iki lezyonu ayri ayri degerlendirmeye
almistir (36). Bu uluslararasi panel, koprilesme nekrozu terimini portal
alanlar ile santral venler arasinda gelisen, genellikle perivenller nekroz
halinde baglayan ve asinus modelindeki zon 3’Un nekrozunu temsil eden
portal-santral koprilesme nekrozu ile sinirli tutmustur (34). intrahepatik
santlar olusumuna neden oldugu igin, portal-santral képrulesme nekrozunun
patogenetik dneminin portal-portal veya santral-santral koprilesmelere gore
daha fazla oldugu bugun genel kabul gormektedir (7). Bu sekilde yaygin
konfluent yani litik nekroz ile ortaya cikan kollaps niteligindeki kdprilesme
nekrozu ile portal alanlar arasinda “interface” hepatitin ilerlemesi ile gelisen
portal-portal kdprilesme fibrozisinin karistirlmasini  da 6nlemislerdir.
Konfluent nekroz, viral hepatitlerde daha ¢ok akut viral hepatitte ve kronik
zemindeki akut alevlenmelerde gorulmekle birlikte, otoimmun hepatitlerde de
akut veya kronik zeminde sik goérulmektedir (37,38). Kronik viral hepatit
surecinde portal alanlarda baslayan periportal fibrozis ile sonugta gelisen
siroz arasinda genis bir morfolojik spektrum bulunmaktadir. Bu genis
morfolojik spektrumun, karacigerin 50.000 ile 100.000’de birini yansitan bir
igne biopsisinde degerlendirilerek zorlanmadan sayisal degerlere
donustarulebilmesi igin kullanilan parametre spektrumunun da ayni dl¢ide

genis olmasi gerekmektedir (Tablo 2).
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Tablo 2: Ishak skorunda evreleme igin skorlanan parametreler ve
verilen degerler

Yapisal degisiklikler, fibrozis ve siroz

Yok=0

Bazi portal alanlarda fibroz genisleme (kisa fibroz septa var veya yok)=1

Cogdu portal alanlarda fibréz genisleme (kisa fibroz septa var veya yok)= 2

Cogdu portal alanlarda fibréz genisleme+ nadir portal-portal koprilesme= 3

Portal fibroz ekspansiyon+ belirgin P-P veya P-S koprulesme=4

Belirgin kdprulesme (P-P ve P-S)* nadir nodul (inkomplet siroz)=5

Siroz (muhtemelen veya kismen)=6

*P-P: portal- portal, P-S: portal- santral.

Bu tUr detayli bir skor, daha basit dederlendirme sistemlerine gére daha
az tekrarlanabilirlik gosterse de, hasta bazinda daha fazla bilgi vermektedir
ve ayni hastanin izleminde daha kullanigh olmaktadir. Ishak skorunda iyi bir
g6zlemciler arasi uyum bildirilmigtir. Knodell’a goére en 6nemli Ustunlugu
fibrozisin skorlanmasinda beklenen Ishak skoru, ilging olarak nekro-
inflamasyonun deg@erlendiriimesinde daha iyi tekrarlanabilirlik gdostermektedir
(37).
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FIBROGENEZiS MEKANIZMALARI

Karaciger sirozunun temel morfolojik degisikligini olusturan fibrozis,
ekstraselliler matriksin yapimi ile yikimi arasindaki dengenin bozulmus
olmasinin bir neticesidir. Siroz patogenezi ile ilgili bilgilerimiz, 1982°'de Leeuw
ve arkadaslar tarafindan ilk kez tanimlanan HSH ile belirgin asama
kaydetmistir (39). Karacigerin hicresel yapisinin  yaklasik  %65'ini
hepatositler, %35’ini ise parankim disi hicreler olusturur. Parankim disi
hidcre toplulugunun buydk kismi (%70) endoteliyal huacrelerdir. Kupffer
hicreleri %20, HSH vyaklasik %10 kadardir. Ekstraselliler matriksin
yapisinda basta kollagen olmak Uzere, proteoglikanlar, fibronektin, nidogen,
elastin, laminin, hyaluronat ve tenascin gibi matriks proteinleri bulunur. Bu
proteinler karacigerdeki farkli hiicresel komponentler tarafindan sentezlenip
salgilanir (40) (Tablo- 3).

Tablo-3: Karacigerde ekstraselluler matriksi sentezleyen hiicreler ve

sentezledikleri matriks proteinleri (40).

MATRIKS | HEPATOSIT | HSH | ENDOTELIYAL | KUPFFER SAFRA
PROTEINI HUCRELER HUCRELERI | YOLU
EPITELI
Fibronektin | + ++ - - ?
Laminin - + - - +
Kollagen-1 | +/- + - - -
Kollagen-3 | +/- ++ - - -
Kollagen-4 | - + + - +
Decorin - + ? - ?
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Normal karacigerde interstisyel kollagenler (Tip | ve Tip Ill) portal
alanlarda ve santral venler ¢evresinde bulunur. Disse araliginda ise Tip IV
kollagen (retikulum) de igeren bazal membran benzeri bir matriks vardir (41).
Sirozda esas olarak Tip | ve Tip lll kollagen birikir. Alkol zarari ve demir
birikimine bagli fibrozis perivenuler/perisentral bdlgeden (zon-3), diger
nedenlere baglh fibrozis ise periportal bdlgeden (zon-1) baglar (42). Ancak
etiyoloji ne olursa olsun fibrotik karacigerde ekstraselliler matriksin
komponentleri aynidir (43). Disse araliginda biriken kollagen lifleri birleserek
genis ve belirgin septumlar olusturur. Bu septumlar igcinde yeni gelisen damar
yapilari mevcuttur ve bunlar portal bolge (hepatik arter ve portal ven) ile
terminal hepatik venler arasinda sant olusturarak kanin parankime
(sinuzoidlere) ugramadan venoz sisteme gegmesine ve parankim hasarinin
artmasina neden olur. Disse araligindaki kollagen birikimi nedeniyle
sinuzoidal endotel hucrelerinin aralarindaki bosluklar kapanir, sinuzoidler
bazal membran kazanarak kapiller damara benzer (sinuzoidal
kapillerizasyon) bir 6zellik kazanir. Buna bagli olarak karaciger
parankimindeki vaskuler direng artar ve hepatosellller protein sekresyonu
(albumin, pihtilasma faktorleri, lipoproteinler v.b.) ciddi olarak engellenir.
Bdylece sirozda saptanan laboratuvar bulgulari (s6zi gegen proteinlerin
kandaki dusuklugu v.b) ortaya cikar. Parankimin oksijenlenmesi azalinca,
HSH aktivasyonu bu kez de hipoksik uyariyla devam eder; yani bir kisir
dongu baslar. Saglam kalan hepatositler rejenere olarak ¢ogalir ve mevcut
fibroz septumlarin arasinda noduller halinde buyimeye baslar. Bu nodullerin
damarlara yaptigi basiyla iskemik hasar iyice artar. Asiri kollagen uretiminin
kaynagi Disse araligindaki perisinuzoidal HSH’dir. Siroz gelisimi sirasinda bu
hicreler aktive olur, retinil ester depolarini kaybeder, myofibroblast benzeri
hicreler haline gelir; kontraksiyon yapmasinin yani sira kollagen de
sentezlemeye baslar ve hucre yuzey reseptorlerinde degisiklikler meydana
gelir. HSH’nin uyariimasi ve kollagen sentezinin baglamasi asagida siralanan

pek ¢cok sebebe bagl gelisebilir:
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Kronik yang! hicrelerinden sitokinlerin salinmasi (Tumor nekroz faktoru-
a, Transforming growth factor-g (TGF-R), interlékin-1 v.b.)

Uyarilan endojen hicrelerden (Kupffer hicresi, endoteliyal hiicre,
hepatosit, safra duktus epitel hicresi) sitokin salinmasi

Ekstrasellller matriks hasari

HSH’nin toksinler tarafindan dogrudan hasari (40, 44, 45)

Fibrozis, HSH aktivasyonu ile baslamakla birlikte daha sonra parakrin
etkili sitokinlerle (IL-8 ve 10 gibi) hepatositlerde gen ekspresyon degisiklikleri
olur. Ancak bu evre henlz preinflamatuar bir evredir. Sonraki asama ise
cesitli buyume faktorlerinin (TGF-3 gibi) parakrin ve otokrin etkileriyle,
fibrozisin dinamik bir sure¢ olarak devam etmesidir. Bu evrede uyaran
ortadan kaldirildigi taktirde ise fibrozis geriler (39, 41). HSH’nin bu sure¢
icindeki fonksiyonlari sirasiyla; proliferasyon, migrasyon, kontraksiyon ve
anjiogenezdir (46).

Aktif HSH’nin dokuya T hucresinin gelmesini engelledigini ve mevcut T
hlcrelerinin de apoptoza gitmesine sebep oldugunu gdsteren deneysel
¢alismalar vardir. Bu durumun iyilesmeyi engelledigi ve fibrozisin ilerlemesine
sebep oldugu ileri strdlmektedir (9). Tum bu bulgular HSH'’yi karacigerdeki
yangisal ve fibrotik olaylari yoneten bir orkestra sefi haline getirmektedir. Bu
nedenle guncel calismalarin ¢cogu HSH’nin kokenini arastirmaya, genetik
defektleri ortaya koymaya ya da bu hicrenin aktif ve inaktif formlarinda hangi

molekullerin eksprese edildigini saptamaya yoneliktir.
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HARACIGER HASAR

MORMAL KARACIGER
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Sekil-2: Karaciger hasarinda meydana gelen fibrozis suresince gelisen

sinuzoidal olaylar.

Dinamik bir slre¢ olan sirozda yangisal aktivite de bu slrecin bir
parcasidir ve siroz tam olarak gelistiginde bile yangisal sure¢ devam ediyor
olabilir. Yine de aktif sirozlarda bulgular etiyolojiye gore degisiklik gosterir
(47). Inaktif sirozda ise nekro-inflamatuar aktivite yoktur, septumlar ile
noduller arasinda keskin bir sinir vardir (48). Fibrozis erken dénemde
gorilmese de, tum kronik hepatitlerde bir stre sonra ortaya c¢ikar ve kalici
niteligini matur kollagen ve zamanla artan elastik lif varligi belirler. Bag
dokusu boyalariyla retikulum lifleri yaninda tip | ve tip lll kollagen ve lezyonun
en az bir ka¢ aylik oldugunu belirten elastik lifler gosterilebilir.

Sirozun geri donUmsuz bir olgu olduguna dair mevcut olan dogma
yerini; siroz durdurulabilir mi?, geriletilebilir mi?, tamamen geri dénebilir mi?

tartismasina birakmistir. Pek ¢ok deney gostermistir ki; karbon tetra klortr
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(CCl4) ile olusanlar digindaki deneysel sirozlar gerileyebilmektedir. Ancak
CCl4 ile gelistirilen sirozlarda; ekstraselliler matrikste kollagen bantlarinin
arasinda c¢apraz baglar olustugundan ve bu bantlar normalden ¢ok daha
kalin oldugundan siroz gerilemesi gorulmemektedir (39). Diger bir deyisle,
ekstrasellller matriksin U¢ boyutlu yapisi da fibrozisin geri donebilmesi igin
onemli bir kriterdir. Bu yapi, kollagen bantlar arasinda olusan ¢apraz baglarla
karmasik bir hale geliyorsa fibrozisin geri donebilme sansi azalir (49). Anti-
fibrotik ilaclarin aktif fibrogenezi gerilettiklerini, ancak tamamlanmig bir
sirozda her zaman ise yaramadiklarini gdsteren deneyler de
yayinlanmaktadir (50).

Apoptoz, karacigerde toksik olaylar, viral hepatitler, alkolik karaciger
hastaligi, non-alkolik yagh karaciger hastaliklari, kolestatik karaciger
hastaliklari ve iskemik/reperfizyon hasari gibi pek ¢ok durumda verilen ilk
hicresel cevaptir. Hastaligin siddeti, suresi ve fibrozisin derecesiyle dogru
orantili olarak hepatosit apoptozu artar. Apoptozun zararsiz ve hatta fizyolojik
bir savunma mekanizmasi olduguna dair yerlesik bir dogma nedeniyle son
yillara dek hepatosit apoptozunun Uzerinde pek durulmamistir. Oysa
glnumuzde hepatosit apoptozu; inflamasyon ve fibrozisin yalnizca bir sonucu
degil, tam tersine bu patolojik mekanizmalari tetikleyen ve arttiran bir uyaran
olarak kabul edilmektedir. HSH ise; bu apoptoz ve yangisal suregte de rol
alan anahtar fibrojenik hicredir. Karaciger hasari azalir ya da gerilerse, HSH
sayisi da apoptozla spontan geriler. Bir ka¢ yil dncesine kadar HSH’nin
apoptozla yok olabildigi yalnizca hicre kultirlerinde kanitlanabilmisti. Ancak
son yapilan g¢alismalarla in vivo olarak da bu kanitlanmigtir. Bu yeni gelisme
HSH’yi apoptoza surlkleyerek fibrozisin geriletilebilecegi ve bunun siroz

tedavisinde kullanilabilecedi fikrini dogurmustur (10).
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Sekil-3: Apoptotik uyari ile fibrozis arasindaki iligki (10)

TRANFORMING GROWTH FACTOR-R VE FIBROGENEZISTEKi ROLU

TGF-3 ailesi, izoformlari (aktivinler, inhibinler, kemik morfogenez
proteinleri, bluyime ve diferansiasyon faktorleri, anti-Mullerian hormon ve
myostatinler) da bulunan 40 ayri molekulden olusur (51, 52). TGF-B, 25-kDa
agirliginda, 112 amino asitten olusan, homodimerik bir polipeptittir. Epiteliyal,
endoteliyal ve hematopoetik hucrelerde bulunur; genellikle codalmay! inhibe
edici, bazi hucre tipleri icin ise uyarici etkiye sahiptir. TGF-R’nin 5 tipi vardir.
Bunlardan yalnizca ilk d¢gl memelilerde bulunur; TGF 31, R2 ve R3 (42, 52-
55). Her Ug¢U de karacigerde mevcut olsa da, farkli hlcreler tarafindan da
uretilmektedir (46). inaktif formda sentezlenen TGF-R’'nin biyolojik olarak aktif
hale gegebilmesi i¢cin LAP (Latent Associated Protein) ve LTBP ( Latent TGF-
R Binding Protein) gibi ekstraselliler matriks proteinlerine baglanmasi
gereklidir. Aktif formu bir ka¢ dakika i¢cinde kandan elimine edilir. Yine LAP ve

LTBP’nin TGF-3 epitoplarini maskelemesi nedeniyle aktif form, periferik kan
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ya da dokularda direkt metodlarla gdsterilemez. Ancak dokuda proteinlere
bagh inaktif formu farkh tekniklerle gosterilebilir (55). TGF-R’nin
transmembrandz yerlesimli, homodimerik 3 reseptdr formu vardir; TGFRR-1,
2, 3. Endoteliyal ve hemopoetik hucrelerde TGFRR-1, ndronal ve epiteliyal
hicrelerde TGFRR-2, mezenkimal hucrelerde ise TGFRR-3 (betaglikan,
endoglin, decorin) bulunur. Genel olarak mezenkimal hicrelerin gogalmasini
uyarirken; epiteliyal hicrelerin gogalmasini inhibe eder (52). Bu reseptorlerin
hlcre igi araci molekulleri ise Smad ailesidir. TGF-B ilk olarak TGFRR-2’ye
baglanir. Bu reseptdrin serin/treonin kinaz etkisi vardir. TGFRR-1 ile
birleserek heterodimerize olur ve TGFRR-1’in fosforile olmasina neden olur.
Fosforilasyonla aktiflesen TGFRR-1 hicre igi kinazlari aktiflestirir, Smad
proteinlerine baglanir ve c¢ekirdekte sonlanan bir iletim yolagini baglatir.
Cekirdekte ise hucre dongusunu kontrol eden siklin bagiml kinazlari (CDK)
ve siklinleri inaktive ederek htcreyi G1 fazinda durdurur, S fazina gegisi dnler
(42, 51, 52, 54 ,56). HSH’de bu ileti yolaginin gekirdekteki hedefi 1d1 genidir
(57). TGFRR-1 ve 2'den olusan reseptdr kompleksinin bir kisminda mutasyon
oldugu taktirde fonksiyonlarin yalnizca bir kismi kayba ugrar, digerleri ise
devam eder. TGFRR-3’Un gorevi ise TGF-B’'nin TGFRR-2’ye olan afinitesini
arttirmaktir; yani TGFRR-3 bir ko-reseptordur (58).

Kronik karaciger hasarinda ortaya c¢ikan apoptotik pargaciklarin
mezenkimal bir hicre olan HSH tarafindan fagositozu, bu hicrede TGF-[3
aretimini uyarir. TGF-B’nin salinimi ise otokrin mekanizmayla; TGFRR-2'yi
kullanarak sirozdaki bag dokusu artisinin temel elemani olan Tip | kollagenin
HSH tarafindan uretimini baslatir. Kupffer hlcreleri ve trombositler gibi
inflamasyonda gorevli hucre tiplerinin cogu TGF-R1 salgilar. Hepatit gelisimi
sirasinda yalnizca HSH'nin degil; Kupffer hucreleri, sinuzoidal endotel
hicreleri ve portal fibroblastlarin da fagositoz yetenegi kazandigi ve bu
hicrelerin tamaminda TGFRR oldugu kanitlanmigtir (10). “TUmodr asosiye
makrofajlar” olarak adlandirilan, hipoksi gibi stres hallerinde aktive olan ve

TGF-B salgilayarak HSH’nin myofibroblasta diferansiasyonunu tetikleyen
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timore Ozel makrofajlarin varligindan da bahsedilmektedir (59). TGF-B;
HSH’yi myofibroblasta donugturen temel uyarandir ve HSH Uzerinde anti-
apoptotik etkisi vardir; bu etkisini HSH’deki NF-kappaB (inflamatuar ve
immun olaylarda kontrol noktasi olan dimerik transkripsiyon faktori)
aktivitesini azaltarak gosterir (49,56). Fibrozisin gelisip gelismeyecedini
belirleyen mekanizma ise TGF-R’da otokrin etkilesimin baglamasidir. Yani
TGF-B, HSH Gzerinden kendi Uretimini arttirmaya baglarsa fibrozis de baslar
(58). TGF-B antagonistlerinin  kullanimiyla, doku metalloproteinaz
inhibitorlerinin  ekpresyonunun  azaldigi, interstisyel kollagenazlarin
aktivitesinin ve matriks yikiminin arttig1 gosterilmistir (41,42,48, 60). TGF-i3
bilinen en kuvvetli fibrogenetik molekuldir ve bu molekulli kodlayan gende
polimorfizm olmasi halinde, kiside fibrozis riski bes kat artar, ayrica daha
erken yasta ve daha hizli geligir (61, 62).

TGF-B, hicre proliferasyonunu, diferansiasyonunu ve ekstrasellller
matriks Uretimini duzenleyen multifonksiyonel bir sitokindir. Normal hicrede
apoptozu arttirip proliferasyonu azaltirken, transforme hicrede buylumeyi
baskilama &zelligini yitirir. Bazi kanser tiplerinde, karsinogenezin erken
donemlerinde, tumdr buyumesini baskilarken; bazilarinda ge¢ donemde
kanser progresyonunu hizlandirir. Bu 6zelliklerine paralel olarak bazi kanser
tiplerinde TGF-R reseptorlerinde mutasyon tanimlanmistir ve tim bu
nedenlerle anti-kanser biyoterapisinin yeni gézdelerinden birisidir (63, 64).

Fibrogenezis mekanizmalari olduk¢a aktif ve karmasik surecler oldugu
gibi bu slrecte basi ¢eken hucreler simdiki bilgilerimize gore HSH’ler iken,
fibrozise neden olan myofibroblastik aktiviteye sahip baska hlcrelerin de bu
surece katkida bulundugu duasuntlmektedir. Bu hicreler basta karacigerin
portal fibroblastlari, kemik iliginden gelen kok hicreler ya da dolagimdaki
fibrositler ile son yillarda guncellesen ve arastiriimayi bekleyen epiteliyal
mezenkimal donusume ugrayan hdcrelerdir. Karacigerde epiteliyal
mezenkimal donugsum gosteren hucreler hepatositler ve kolanjiyositlerdir
(65,66) (Sekil 4).
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Sekil-4: Karacigerdeki myofibroblastik aktivite gosteren hicrelerin kaynaklari
(66)
EPITELIYAL MEZENKIMAL DONUSUM

Epiteliyal mezenkimal donusum (EMT) terimi ilk defa 1995 yilinda
Elizabeth Hay tarafindan “Epiteliyal-mezenkimal tranformasyon” olarak
tanimlanmigtir. Zamanla tranformasyon kelimesi yerine, olayin neoplastik bir
sure¢ olmamasi ve geri donisumli olmasi nedeniyle transisyon (dontsim)
terimi  kullanilmistir (66). EMT epiteliyal kokenli bir hicrenin zamanla
mezenkimal o6zellik kazanmasidir. EMT, embriyogenezis, embriyo
transplantasyonu, organ gelisimi, timaor invazyonu ve metastazda énemili role
sahiptir (65-83). Sadece karacigerde degil bobrekte, akcigerde, fetal
dokularda ve ser6z membranlarda da tanimlanmistir (69). Epiteliyal bir hicre

zamanla mezenkimal 6zellik kazandidi gibi, bunun tersi de mamkuandur yani
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mezenkimal bir hicre epiteliyal bir hicreye de donusebilir. Bu “Mezenkimal
Epiteliyal DonGsum” ise ilk defa bobrekte tanimlanmistir (66).

EMT, in vivo oldugu gibi in vitro olarak da gosterilmigtir. Bu dénigsum,
epiteliyal bir hucrenin interselliler baglantilarini (E-kaderin) kaybedip, hicre
iskeletinin yeniden dizenlenmesi ile migrasyon yeteneg@i ve ekstrasellller
matriks proteinlerini salgillama yetenedi kazanmasi ile olugur. Ozellikle
neoplastik hlcrelerin migrasyon yetenegi kazanmasinda, tumor invazyon ve
metastazinda onemli role sahip oldugu dusunulmektedir (5). Epiteliyal
hlcrelerin mezenkimal hulcrelere donusimd, trankripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu, spesifik hlicre ylzey proteinlerinin ekspresyonu, hucre iskelet
proteinlerinin ekspresyonu ve reorganizasyonu, ekstraselliler matriks
proteinlerinin sentezlenmesi ve spesifik mikro-RNA ekspresyonu gibi
basamaklari igeren molekuler degisiklikler ile ortaya ¢ikar. EMT’nin Gg farkl
subtipi tanimlanmistir.  Tip 1 EMT embriyo tranplantasyonu ve
embriyogeneziste, Tip 2 organ fibrozisinde, Tip 3 ise tumor invazyon ve
metastazinda rol alir. Tip 2 EMT'nin 6zellikle karaciger, bdbrek ve akciger

gibi solid organlarin fibrozisinde etkili oldugu dustnulmektedir (66, 67).
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Sekil-5: EMT’nin Ug farkl subtipi (67)

EMT’ye ugrayan hucrelerde, epiteliyal hicreler igin spesifik molekuller
olan sitokeratin ve E-kaderin yerini zamanla motilite yetenegdi kazanmis
mezenkimal hlcre tarafindan sentezlenen ekstrasellller matriks proteinlerine
birakir. Bu arada her iki fonsiyona sahip ara hucrelere “parsiyel EMT’ye
ugramis” hucreler denir (68). Eriskin insan karacigerinde iki hlcre tipinin
epiteliyal mezenkimal dontusime ugradigi dusunulmektedir; hepatositler ve
kolanjiyositler.

Hasara ugrayan karacigerde, hasarla birlikte monosit ve makrofajlardan
salgilanan TGF 1, fibrojenik myofibroblastlarin aktivasyonunda kritik 6neme
sahiptir. Hepatik myofibroblastlar proliferatif yetenegi yuksek, profibrojenik,
proinflamatuar, proanjiyogenik ve kontraktil hicreler olup tip | kollagen
uretirler ve diger ekstraselliler matriks proteinleri gibi fibr6éz skar olusumuna
katkida bulunurlar. Bu hucrelerin kdkeninde daha 6nce anlatildigi gibi
HSH’lerin veya portal alandaki fibroblastlarin transdiferansiasyonu ve

aktivasyonunun yer aldigi dngorilse de kemik iligi kdkenli mezenkimal kok
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hlcrelerin de katkisi oldugu dusunuimektedir. Bir bagka yol ise hepatosit ya
da kolanjiyositlerin epiteliyal mezenkimal déndsime ugramasidir. Epiteliyal
mezenkimal donlisum surecinde, bozulmus olan TGF-3 regulasyonuna bagl
olarak hepatosit sitoplazmik membranindaki E-kaderin dagihmi  ve
fonksiyonlari bozulur. Epiteliyal hucrelerin interselliler baglantilari etkilenir ve
hepatosit komsusu olan diger hepatositler yerine, integrinler araciligiyla
mezenkimal hiicrelere tutunur. iste bu basamaklarla eskiden bir epitel gibi
davranan hdcrenin bir mezenkimal hlcre gibi fonksiyon gérdigu ve bodylece
fibrozis surecine katildigi ileri surtimektedir (5).

EMT ile ilgili hala bilinmeyen kilit noktalarin yapilacak calismalarla ve
Ozellikle de fare modelleri ve molekuler c¢alismalarla ¢dzimlenmesi
beklenmektedir. EMT’de tetigi c¢eken mekanizmalar, sinyal yollarinin
ayrintilari ve bu tur sinyallere hucreleri duyarli kilan nedenler nelerdir? Sonug
olarak tum bu surece ait kanitlar ve EMT’nin fibrozis ve bunun sonucu
geligen siroza ne denli katkisi oldugu halen arastiriimasi gereken bir konudur
(84-86).

a- DUZ KAS AKTINi

iskelet proteinlerinden mikroflament sistemine ait olan aktin, dkaryotik
canlilarda bulunan en o6nemli, globller sitoplazmik proteinlerdir. 42kDa
molekul agirligindadir. Aktin proteinin 6 tane izoformu vardir bunlar iskelet
kasl, kalp kasi ve duz kaslar gibi farkli dokularda bulunur. a- diz kas aktini
normalde karacigerde, damar duz kaslarinda ve aktive olmus Stellat
hicrelerin sitoplazmalarinda eksprese edilir ve myofibroblastik aktiviteyi
gOsterir (87-89). Calismamizda ao- duz kas aktini, HSH aktivasyonunu

degerlendirmek amaciyla kullaniimigtir.
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FIBROBLAST SPESIFiK PROTEIN-S100A4

Fibroblast Spesifik Faktor, S100A4 olarak da bilinir. 10-12kDa molekdl
agirhginda olan S100A4, S100 ailesinin bir alt grubudur. S100 ise kalsiyum
baglayici proteindir ve ismi amonyum sulfat solisyonunda %100 ¢6zundr
olmasindan gelir. Karacigerde fibroblastlar tarafindan eksprese edildigi gibi T
lenfositler, plazma hucreleri ve Kupffer huicreleri gibi yangi hucrelerinin
sitoplazmalarinda eksprese edilir (90,91). Calismamizda bu antikoru,

karaciger fibrozisi ile iligkisini ve rolunu degerlendirmek amaciyla kullandik.

KOLLAGEN TiP |

Glikoproteinler ve proteoglikanlar gibi  ekstraselliler matriks
proteinlerinden biridir. Ug adet polipeptid alfa zincirinin G¢li sarmalindan
olusur. Gunumuzde 27 farkl kollagen tipi bilinmektedir. Tip I, Il, Ill, V ve XI
interstisiyel ya da fibriler kollagenlerdir ve en fazla miktarda bulunan tiplerdir.
Tip IV fibriller yerine tabakalar yapar (non-fibriler). Diger kollagenler ag
orgusu olusturabilirler ve epidermal-dermal bilegkelerde, kikirdakta ve kan
damarlarinin duvarlarinda birlegtirici olarak goérev yapar. Fibriler kollagen,
preprokollagen denen prekursdor molekilden sentezlenir. Prolin ve lizin
artiklarinin  hidroksilasyonunu ve lizinin glikolizasyonunu takiben, G¢
prokollagen zinciri Uglu sarmal yapiy! olusturma asamasi igin siraya dizilir.
Kollagen fibril olugsumu, spesifik lizin ve hidroksilizin artiklarinin lizil oksidaz
ile oksidayonu sonucu c¢apraz baglanmalar meydana gelir ve bdylece
kollagenin karakteristigi olan dizilim saglamlastirilir. Karacigerde tip | kollagen
refraktil matir kollagen olup portal alanin matriksinde ve hepatik ven
duvarlarinda yer alir. Karacigerde siroza gidiste HSH’ler tarafindan sentezi
artar (5).
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E-KADERIN

E-Kaderin, hicre-hicre, hicre-matriks adezyonu, normal doku
yapisinin olugsmasi ve butunligunin saglanmasinda, organ gelisiminde,
yangisal olaylarda, kanser invazyonu ve metastazinda énemli bir role sahiptir
(66). Kaderinler kalsiyum bagdimli hicre-hicre adezyonundan sorumlu
transmembran glikoprotein ailesidir. Bu ailenin 30’dan fazla uyesi vardir.
Klasik kaderin tip | olarak adlandirilan E, P ve N-kaderin ilk tanimlanan
kaderinlerdir. Kaderinler sitoplazmada 5 tekrarlayan alt birim, bir
transmembran bodlge ve karboksiterminal bdlgeyi iceren ekstrasellller
bdlgeden olusmaktadir. Klasik kaderinlerin sitoplazmik kismi kateninleri
baglar. E-kaderin 16. kromozomun uzun kolunda lokalizedir ve 120 kDa
molekul agirhdindadir. Hlcreler arasi siki baglantilari saglayan zonula
adherans bdlgesinde yerlesmistir. Epiteliyal hicreler arasinda kalsiyum
bagimli adezyonun surduralmesinde anahtar rol oynayan E-kaderinin bu
fonksiyonu katenin olarak adlandirilan sitoplazmik proteinlere bagimlidir.
Kateninler E-kaderini hlcre iskeletine baglamaktadir. E-kaderinde mutasyon,
hlcre adezyonunda azalmaya neden olmaktadir. Normal epiteliyal hicrelerin
hicre membraninda E-kaderin ve katenin ekspresyonu vardir. Bir ¢ok
tumorde E-kaderin ekspresyonunda azalmanin yuksek derece ve ileri evre ile
iligkili oldugu bildiriimektedir (92,93). Calismamizda E-kaderini epiteliyal bir
belirleyici olarak seg¢memizin nedeni sitokeratinler gibi sitoplazmik bir
boyanma degdil membrandz boyanma sergilemesidir.

Calismamizda karacigerde fibrozise neden olan etkenlerin baginda
gelen, fibrojenik bir sitokin olan TGF-R, fibrogenezis surecine katkisini
anlamak amaciyla uygulandi. Bu sidrecin ana basamaklarda aktif rol
oynayan, myofibroblastik aktivitesi bulunan aktive HSH’leri gdstermek igin
alfa-duz kas aktini, fibroblastlarin gosterilmesi igin ise FSP-S10A4A4 calisildi.
Ekstrasellller matriks proteinlerinden kollagen tip I'i sentezleyen HSH’ler yani

sira epiteliyal bir belirte¢ olan E-kaderin ile kollagen tip I'i ayni anda eksprese
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eden epiteliyal mezenkimal donlsume ugradigr dusunilen hepatositlerin

varligi da arastirildi.
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GEREG VE YONTEM

OLGULAR

Calismamizda, Celal Bayar Universitesi Patoloji Anabilim Dali argivinde
yer alan, 1999-2012 vyillari arasinda karaciger biopsi materyallerinde tani
almis 70 kronik hepatit olgusu deg@erlendirildi. Bu olgularin Ishak skoruna
gore fibrozis derecesi 0 ile 6 arasinda degismekteydi. Her fibrozis evresi igin
10’ar adet olmak Uzere toplam 70 olgunun hematoksilen&eozin (H&E) boyall
preparatlari ve bloklari segildi. Histokimyasal boyalar esliginde tekrar
degerlendirilerek tanilari dogrulandi. Olgularin tumt HBV veya HCV olmak
Uzere viral hepatitli hastalardi. Hastalarda ayrica diger kronik hepatit
nedenleri (ila¢ veya alkol kullanimi, toksik nedenler, metabolik hastalik, safra
duktus hastaliklari vs.) diglandi. Blok se¢iminde yeterli doku olmasina dikkat
edildi. Ayrica baska nedenlerle cikarilmis (tumor, kist hidatik vs) karaciger
eksizyonel biopsilerindeki olagan karaciger dokusu alanlarindan 20 olgu,
kontrol grubu olarak ¢aligildi. Olgulara daha 6nce uygulananan histokimyasal
boyalardan Masson trikrom ve retikulum boyalariyla immunohistokimyasal
boyalardan HBsAg boyasi tekrar degerlendirildi ve rutinde kullanilan bu
belirleyicilerden eksik olanlari tamamlandi. Tam olgulara myofibroblastik
(HSH orani) aktiviteyi degerlendirmek Uzere a-diz kas aktini, fibroblastik
aktiviteyi degerlendirmek Uzere FSP-S10A4A4 ile fibrojenik bir sitokin olan
TGF B immunohistokimyasal boyamalari uygulandi. Ayrica sitoplazmik
boyanan Kollagen tip | ile membrandéz boyanan E-kaderin antikorlari dual
immunohistokimya yontemi ile uygulanarak, bu iki primer antikoru ayni anda

eksprese eden hucrelerin varligi arastirildi.
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IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA YONTEMI

Formalin tespitli, parafine gomuili dokulardan elde edilen dort mikron
kalinhgindaki kesitler pozitif elektrik yuklu lamlara (Isotherm Technical
Laboratory Glass Materials) alindi ve 60°C'lik etlivde ortalama 2 saat parafin
eriyinceye kadar tutuldu. Elde edilen tum kesitlere asagidaki tabloda
ayrintilari  verilen o-diz kas aktini, FSP-S10A4A4 ve TGF 3
immunohistokimyasal boyalar uygulandi (Tablo 4). Bu immunohistokimyasal
boyalardan TGF [ uygulanan preparatlar haric diger preparatlar
deparafinizasyon ve antijen agiga ¢ikarma islemleri de dahil olmak Gzere tim
boyama iglemleri icin tam otomatik immunohistokimyasal boyama cihazina
(Ventana, Benchmark, XT IHC/ISH) yerlestirildi. IHK boyamalar igin cihaz ile
uyumlu Ultraview Universal DAB Detection Kit ve EZ prep, LCS, SSC, Cell
Condition 1 (CC1), Reaction Buffer Concentrate sollsyonlari ile Rabbit Anti-
DNP Antibody, Amplifikasyon, ISH proteaz 3, Endogenous Biotin Blocking
Kit, Hematoksilen ve Blue Reagent kullanildi. Primer antikorlar igin antijen
acida cikarmak amaciyla “CC1 mild” 6n islemi secildi ve 37°C’'de inkiibe
edildi. Primer antikorlar manuel olarak damlatildi. Zemin boyanmasini
engellemek amaciyla “A/B Block” islemi segildi. Cihazda boyama iglemi
tamamlandiktan sonra lamlar deterjanli su ile yikanip alkol serilerinden
gecirildi. Seffaflandirma islemi igin ksilolden gegirildi ve Entellan (GBLR
Gulmount™ PAX, Ortme Ortami PA) ile kapatildi.

Anti-TGF (1 antikoru elde boyama ydntemi ile asagida tarif edilen
sekliyle yapildi:

Kesitler 37 °C'lik etiivde 1 gece bekletildi. Etivden gikarir gikarmaz
bekletmeden veya sogutmadan hemen ksilene alindi. iki ayri taze ksilende
5er dk inkibasyon yapildi. Daha sonra derecesi azalan alkollerden, her
birinde Ser dk olacak sekilde gecirilerek rehidrate edildi. Distile suda
yikanarak [HK boyama islemine gegildi. Once mikrodalga firinda sitrat

tampon (pH 6) solisyonunda 20 dk kaynatildi. islem sirasinda azalan
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solisyon seviyesi kontrol edilerek eksilen sitrat tampon ilave edildi.
Laboratuvarimizda eritme asamasindan (mikrodalgadaki 2. seviye) itibaren 4
ayri asamada 5’er dk kaynatma yapildi. Isi uygulamasi bittikten sonra kesitler
sitrat icinde, oda 1sisinda 20-30 dk sogumalari i¢in bekletildi. PBS iginde 2
kez 5’er dk yikandi. Pap Pen ile dokularin etrafi gizilerek oda i1sisinda 15 dk
peroksidaz blok uygulandi. Bu asamadan itibaren dokularin kurumamalari
icin islemleri kapakli iHK kabi icinde yapildi. Protein blok ile oda i1sisinda 15
dk inkibasyonun ardindan primer antikor inkibasyonuna gecildi. Antibody
dilient ile dilue edilmis antikordan mikropipet ile 50 mikrolitre ¢ekilerek doku
kesitlerinin  her birine 50 mikrolitre uygulandi ve kesitler +4
derecede/buzdolabinda en az 12 saat inkube edildi (1/50 dilusyonla ¢ahgildr).
PBS ile 3 kez 5 dk yikama yapildi. Biotin bagli sekonder antikor ve ardindan
Streptavidin HRP oda isisinda 30’ar dk uygulandi. Her ara asamada tekrar
PBS ile 2 kez 5 dk yilkama yapildi. Daha sonra DAB ve ardindan da DAB
enhancer ile 5-15 dk oda sisinda inkibasyon uygulandi. Gozle
kahverengilesme izlenir izlenmez DAB kromojenin iyice temizlenmesi igin
kesitler yikamaya alindi. Mayer’'s hematoksilenle zit boyama boyama
uygulanarak alkol serileri ile dehidrasyon islemi tamamlandi. Seffaflandirma

islemi icin ksilolden gegirildi ve Entellan ile preparatlar kapatildi.

DUAL iIMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA YONTEMI

Formalin tespitli, parafine gomualu dokulardan elde edilen dért mikron
kalinhgindaki kesitler pozitif elektrik yuklu lamlara (Isotherm Technical
Laboratory Glass Materials) alindi ve 60°C'lik etlivde ortalama 2 saat parafin
eriyinceye kadar tutuldu. Elde edilen tum kesitlere asagidaki tabloda
ayrintilari verilen Kollagen tip | ve E-Kaderin immunohistokimyasal boyalari
uygulandi (Tablo 4). Dual boyama yapilacak 90 preparat deparafinizasyon ve
antijen aciga cikarma islemleri de dahil olmak Uzere tim IHK boyama

islemleri igin tam otomatik immunohistokimyasal boyama cihazina (Ventana,
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Benchmark, XT IHC/iSH) yerlestirildi. IHK boyamalari igin cihaz ile uyumlu
Ultraview Universal DAB Detection Kit, Ultraview Universal Alkaline
Phosphatase Red Detection Kit ve EZ prep, LCS, SSC, Cell Condition 1
(CC1), Reaction Buffer Concentrate solUsyonlari ile Rabbit Anti-DNP
Antibody, Amplifikasyon, ISH proteaz 3, Endogenous Biotin Blocking Kit,
Hematoksilen ve Blue Reagent kullanildi.

Her iki antikor icin antijen acgiga ¢ikarma amaciyla “CC1 mild” 6n islemi
secildi ve 37°C’de inkiibe edildi. Bu yontemle calisilan membrandz bir
belirleyici olan E-Kaderin ilk antikor olarak DAB Detection Kit ile, sitoplazmik
belirleyici olan Kollagen tip | ise ikinci antikor olarak Red Detection kit ile
boyandi. Once boyanan antikor olan E-Kaderin’in inkiibasyon siresi
dolduktan sonra ikinci antikor olan Kollagen tip | manuel olarak damlatildi.
Epiteliyal belirleyici olarak sitokeratinlerin tercih edilmemesinin nedeni
sitoplazmik boyanma sergiliyor olmasiydi. Cihazda boyama islemi
tamamlandiktan sonra lamlar deterjanli su ile yikanip alkol serilerinden
gecirildi. Seffaflandirma islemi igin ksilolden gegirildi ve Entellan (GBLR
Gulmount™ PAX, Ortme Ortami PA) ile kapatildi.
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Tablo 4: Primer antikorlara iligkin IHK boyama yéntemi ayrintilari

Dilusyon
Primer Katolog orani/ Pozitif kontrol
Ambalaj Marka
Antikor/Clone no inkibas-
yon suresi
Anti-TGF-B 1 0Am ABCAM Inc. | 1/50
Am
antibody Ab64715 CambridgeMAUS | 12 saat +4 | Plasenta dokusu
konsantre
(2Ar2) A derece
Monoclonal
Olagan kolon
Mouse  Anti- .
12 mi DakoCytomation dokusundaki
Human 12 dk
kullanima | IR 611 Denmark A/S, muskularis
Smooth oda IsisI .
hazir Denmark mukoza ve propria
Muscle Aktin
alanlari
(1A4)
Polyclonal DakoCytomation
Rabbit Anti- | 1 ml A5114 Denmark A/S, | 1/100 Olagan tonsil
human konsantre Denmark 8 dk dokusu
S100A4 (A13)
ABCAM Inc.
Anti-collagen | 0.1ml . 1/100 Sirotik  karaciger
Ab34710 Cambridge,
antibody konsantre 20 dk dokusu
MA, USA
Monoclonal
Mause  Anti- | 12 ml DakoCytomation
Olagan meme
Human Kullanima | IR059 Denmark 44 dk
dokusu
E-Cadherin hazir A/S,Denmark
(NCH-38)
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IMMUNOHISTOKIMYASAL SONUGLARIN DEGERLENDIRILMESI

Tum degerlendirmeler standart 1gik mikroskobunda yapildi. Boyanma
yogunluklari ve oranlari iki ¢alismaci tarafindan (TK ve SA) goérUsbirligine
varilarak saptandi.

a-diz kas aktini kontrol grubunda ve normalde, karacigerde portal
alanlardaki damar duz kaslarini boyar. Parankim iginde herhangi bir
boyanma sergilemez. HSH’'ler ise kendilerine “karacigere spesifik perisit”
denmesine yol acacak sekilde sinuzoidlerin kenarinda yer alirlar ve 1sik
mikroskopik degerlendirmede gorulmezler. Ancak aktive olduklarinda a-diz
kas aktini ile boyanirlar. Bizim ¢alisma grubumuzda fibrozis evresi 0-1-2-3-4-
5-6 olan olgularda a-duz kas aktini ekspresyonu fibréz septa ve periportal
parankimal alanlarda de@erlendirildi. Siroz olgularinda da fibréz septa ve
sirotik nodul iginde aktive HSH boyanma orani ve yogunluguna bakildi.
Boyama skoru deg@erlendiriimesi ise su sekilde yapildi:

e 0 (negatif): Boyanma olmamasi veya alanin %3’den azinda boyanma
olmasi

e +1 (hafif): 10'luk buyutmede alanin %3-33’luk bdoluminde boyanma
olmasi

e +2 (orta): 10'luk buyutmede alanin %33-66’lik boélumiunde boyanma
olmasi

e +3 (siddetli): 10'luk blyutmede alanin %66’sindan fazlasinda boyanma
olmasi

TGF-B normalde buyume ve diferansiasyona ugramis hucreler
tarafindan eksprese edilir. Ozellikle aktif kemik iligindeki hematopoetik
hlcrelerde ve plasenta dokusunda trofoblastlarda ekspresyonu daha fazladir.
Karacigerde ise sirozun c¢esitli asamalarindaki hepatositlerde ve
kolanjiyositlerde boyanma sergiler. Olgularimizda TGF-R ekspresyonu

degerlendirilirken 06zellikle periportal alanlarda daha fazla olmak Uzere
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parankim igcindeki hepatositlerin boyanma oranina ve yogunluguna bakildi.
Hepatositlerin ve Kkolanjiyositlerin sitoplazmalarindaki granuler boyanma,
pozitif olarak degerlendirildi. Boyama skoru degerlendiriimesi ise su sekilde

yapildi:

0 (negatif): Boyanma olmamasi veya alanin %3’'den azinda boyanma
olmasi
e +1 (hafif): 10'luk buyutmede alanin %3-33’luk bdoluminde boyanma
olmasi
e +2 (orta): 10'luk buyutmede alanin %33-66’lik boélumunde boyanma
olmasi
e +3 (siddetli): 10'luk blyutmede alanin %66’sindan fazlasinda boyanma
olmasi
FSP-S100A4 kontrol olgularinda ve tonsil dokusunda lenfositler, plazma
hicreleri ve karacigerde Kupffer hucereleri tarafindan eksprese edilir.
Olgularimizda portal alanlar iginde ve gevresindeki fibroblastlar ile sinuzoidler
icindeki Kupffer hucreleri degerlendirildi. FSP-S100A4 lenfositler tarafindan
da eksprese edildigi icin hucrenin sekline ve yerlesimine bakilarak yangi
hdcreleri ile aynimi yapildi. Yuvarlak sekilli hicreler lenfosit, igsi olanlar ise
fibroblast olarak degerlendirildi. Boyanan fibroblastlarin yogunluguna ve

yukarida tanimlanan oranlara gore 0-1-2-3 seklinde skorlama yapildi.

DUAL IMMUNOHISTOKIMYA SONUGLARININ DEGERLENDIRILMESI

Dual immunohistokimya yontemiyle hepatositlerde, kollagen tip |
sitoplazmik, kirmizi renkte boyanirken, E-kaderin kahverengi, ince
membranéz boyanma sergiledi. Ozellikle periportal alanlarda basta olmak
Uzere fibroz bantlar gevresinde ve parankim iginde sitoplazmik-kirmizi ve
kahverengi-membrandz boyanmayi birlikte gosteren hepatositler (EMT’a

ugramakta olan) degerlendirildi. Hlcre membrani Uzerinde olmayan,
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sitoplazmada oldugu net olarak segilen, kirmizi renkli kollagen globullerine
sahip membrani kahverenkli hepatositler pozitif hicreler olarak yorumlandi.
Boyanma siddeti ve yogunlugu asagidaki sekilde degerlendirildi.
e 0 (negatif): Boyanma olmamasi
o +1 (hafif): 40'ik buyltmede periportal-periseptal hepatositlerde az oranda
boyanma
e +2 (orta): 40'hk blyutmede periportal-periseptal hepatositlerde yogun
boyanma
Ayrica portal alanlardaki tum safra duktuslari da EMT gosterdikleri igin
dual boyanma agisindan incelendi. Kolanjiyositlerde yalnizca E-kaderin ile
kahverenkli membran6z boyanma izlenirken, E-kaderin+Kollagen tip |

ekspresyonu yapan kolanjiyositler higbir olguda gortlmedi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Sonuglarin istatistiksel degerlendiriimesinde kisisel bilgisayarda ¢alisan
SPSS (Statistical Package for Social Sciences) programinin 15.0 versiyonu
ve korelasyonun arastirimasinda Pearson ve Spearman korelasyon analizi
kullanildi.  Sonuglarin istatistiksel yodntemlerle incelenmesinde p<0.05

oldugunda anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

Olgularin Cinsiyet / Yag Dagilimi ve Viral Serolojisi

Calismaya alinan olgularin 42’'si (%60) erkek, 28’i (%40) kadindi.

Cinsiyet dagilimi Tablo 5'te gdsterildi.

Tablo 5: Olgularin cinsiyet dagilimi

Cinsiyet Olgu Sayisi (n) %
Kadin 28 40
Erkek 42 60

Toplam 70 100

Olgularin yaglari 11 ile 77 arasinda degismekte olup

42,1yil idi. Yasla cinsiyet arasinda anlamli bir iliski gértlmedi. Olgularin yas

dagilimi Tablo 6’da gosterildi.
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Tablo 6: Olgularin yas gruplarina gore dagilimi

Yas Gruplari (yil) Olgu Sayisi (n) %
0-19 4
6
20-29 15
21
30-39 11
16
40-49 16
23
50-59 13
18
60-69 7
10
70-79 4
6
Toplam 70 100

Olgularin 54’4 HBV, 16’si HCV pozitif idi. Olgularin viral seroloji

bulgularina gére dagilimi Tablo 7'de gosterildi.

Tablo 7: Olgularin HBV ve HCV pozitifligi

Hepatit Viral Serolojisi Olgu Sayisi (n) %
HBV pozitif 54 77
HCV pozitif 16 23
Toplam 70 100
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Hastalardan alinan karaciger biopsilerinin 61’i kalin igne, 9'u kama
biopsisi seklindeydi.

Kontrol grubu ise yaslari 1 ve 52 arasinda degisen, viral serolojik
bulgulari negatif, hepatit digi nedenlerle insizyonel biopsi uygulanmisg,
histolojik olarak “olagan” gorinime sahip 20 olgudan olugsmaktaydi. Kontrol

grubunun 14’G kalin igne, 6’s1 kama biopsisiydi.

Olgularin Histopatolojik Sonugclari
Ishak skoruna goére tim olgularimizda HAI degerlendirildi. Aktivite
derecesi 1-4: minimal, derece 5-8: hafif, derece 9-12: orta ve derece 13-18:
Siddetli nekro-inflamatuar aktivite olarak tanimlandi. 0: negatif olarak
degerlendirildi. Bizim olgularimizda aktivitenin modifiye derecelendirmesi 3 ile
16 arasinda dedismekteydi. Olgularin aktivite derecesine goére dagilimi Tablo
8'de gosterildi.

Tablo 8: Olgularin Ishak aktivite derecesine gore dagilimlar

Aktivite Derecesi Olgu Sayisi (n) %
0-4 minimal 6 8,5
5-8 hafif 21 30
9-12 orta 27 38
13-18 siddetli 16 23,5
Toplam 70 100

Calismamizda Ishak skoruna gore fibrozis dizeyi O ile 6 arasinda

degisen ve her gruptan 10’ar olmak Uzere toplam 70 olgu bulunuyordu.
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Olgularin iHK Sonuglari

Duz kas aktini ile 22 (%31) olguda hic boyanma saptanmadi.
Boyanmayan bu olgular fibrozis evresi 0, 1, ve 2 olan grupta yer almaktaydi.
22 (%31) olguda ise 3+ boyanma goruldu. 3+ boyananlar fibrozis evresi 3, 4
ve 5 olan gruptan olgulari ve evresi 6 olan grubun tamamini kapsamaktaydi.
Periportal alanlardan baslayarak parankimde sinuzoidler igerisinde yer alan
ve periseptal bolgeye kadar uzanim goOsteren, aktive olmus HSH
sitoplazmalarindaki boyanma pozitif kabul edildi. DUz kas aktini ile olgularin

boyanma skorlarina gére dagilimi ve ytuzdeleri Tablo 9'da gortulmektedir.

Tablo 9: Olgularin diiz kas aktini boyanma skorlarina gére dagilimi

Duz Kas Aktini (+)
Boyanma Skoru %
Olgu Sayisi (n)

0 22 31,4
1 15 21,2

2 11 16
3 22 31,4
Toplam 70 100

Kontrol grubunda, portal alandaki damar duz kaslari disinda parankim

icinde herhangi bir boyanma izlenmedi.
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Fibrozis evresine gore olgularin diz kas aktini boyanma orani Tablo

10’da verilmektedir. Tabloda goruldigu gibi fibrozis evresi ile HSH’lerdeki diz

kas aktini ekspresyon yogunlugu arasinda pozitif korelasyon bulunuyordu. Bu

durum istatistiksel olarak da anlamliydi (p=0,01).

Tablo 10: Olgularin fibrozis evresine gore diiz kas aktini boyanma orani

Evre Duz Kas Aktini (+) Duz Kas Aktini (-)
0 (-) 10
1 3 7
2 5 5
3 10 ()
4 10 (-)
5 10 ()
6 10 ()
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TGF-B ile 20 (%28) olguda hi¢ boyanma goértulmedi. TGF-R
ekspresyonunun olmadigi bu olgular fibrozis evresi 0 ve 1 olan grupta yer
almaktaydi. 17 (%24) olguda ise 3+ boyanma izlendi. 3+ olgularin timu
fibrozis evresi 5 ve 6 olan gruptaydi. TGF-R ile olgularin boyanma skorlarina
gbre dagihmi ve yuzdeleri Tablo 11'de verilmektedir. Olgularimizda
hepatositlerde sitoplazmik, grantler boyanma boyanma pozitif kabul edildi.
Boyanmanin yogunlugu periportal alanlardaki hepatositler basta olmak tzere
tim parankimde artmis gorinumdeydi. Safra duktuslarinda da TGF-R
ekspresyonu izlendi ancak kolanjiyositlerdeki bu ekspresyon ile fibrozis

dizeyi ve yodunlugu arasinda herhangi bir iligki gérilmedi.

Tablo 11: Olgularin TGF-B ile boyanma skorlarina gore dagilimi

TGF-R Boyanma Olgu Sayisi o
Skoru (n)
0 20 28,6
1 17 24,3
2 16 22,8
3 17 24,3
Toplam 70 100

46




Fibrozis evresi ile olgularin TGF-3 boyanma durumu Tablo 12’'de
verilmektedir. Goraldugu gibi fibrozis evresi arttikga TGF-R ekspresyonu da
artmaktaydi. Buna bagl olarak fibrozis evresi ile hepatositlerdeki TGF-13
ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif korelasyon saptandi
(p=0,01).

Tablo 12: Olgularin fibrozis evresi ile TGF-B boyanma durumu

Evre TGF-R (+) TGF-B (-)

0 ) 10
1 1 9
2 9 1

3 10 (-)
4 10 )
5 10 (-)
6 10 (-)

Kontrol grubunda TGF-B ile sadece olagan safra duktuslarinda
boyanma izlenirken gerek periportal, gerekse periseptal alanlardaki

hepatositlerde herhangi bir boyanma gézlenmedi .
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FSP-S100A4 ile 4 (%6) olguda boyanma saptanmadi ve boyanmayan
bu olgularin tamami fibrozis evresi “0” olan grupta yer aliyordu. 32 (%46)
olguda 3+ boyanma saptandi. Bu olgular ise fibrozis evresi 4 olan grubun bir
kismini ve fibrozis evresi 5 ve 6 olan grubun tamamini kapsamaktaydi. FSP-
S100A4’Un lenfosit, plazma hucreleri ve makrofaj kdkenli Kupffer hicrelerini
de boyadigi goruldi. Bu nedenle fibroblastlara spesifik olmayan bu antikorun
degerlendirmesinde fibroblastik aktivasyona karar vermek icin hucrenin igsi
sekilli olmasi kriter alindi. Ancak nekro-inflamatuar aktivitenin artisi ile birlikte
Ozellikle portal alanlarda yogunlasan yangi hucreleri degerlendirmeyi
zorlastirdi. Bu alanlardaki yuvarlak nikleuslu hacreler yangi hucreleri,
periportal alanda yer alan igsi sekilli hicreler ise fibroblastlar olarak kabul
edildi. FSP-S100A4 boyanmasi igin portal ve periportal alanlar
degerlendirmeye alindigi igin sinuzoidal yerlesimli Kupffer hlcreleri daha az
sorun yarattl. FSP-S100A4 ile olgularin boyanma skorlarina gére dagilimi ve

yuzdeleri Tablo 13’de verilmektedir.

Tablo 13: Olgularin FSP-S100A4 boyanma skorlarina gore

dagilimi
FSP-S100A4 Boyanma Olou Sayist %
Skoru (n)
0 4 °
. 9 13
5 55 36
3 35 46
Toplam 70 100
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Fibrozis evresi ile olgularin FSP-S100A4 boyanma durumu Tablo 14’de
verilmektedir. Fibrozis evresi ile FSP-S100A4 arasinda istatistiksel olarak da

dogrulanan pozitif korelasyon bulunuyordu (p=0,01).

Tablo 14: Olgularin fibrozis evresi ile FSP-S100A4 boyanma durumu

Evre FSP-S100A4 (+) FSP-S100A4 (-)
0 6 4
1 10 )
2 10 )
3 10 )
4 10 )
5 10 )
6 10 )

Kontrol grubunda FSP-S100A4 ile 5 olguda portal alanda tek tuk
lenfosit boyanmasi yani sira portal alanin periferindeki igsi sekilli fibroblastlar
ve sinuzoidler igindeki Kupffer hiicrelerinde de boyanma saptandi. Bu olgular
1+ FSP-S100A4 pozitifligi olarak degerlendirildi ve fibroblastik aktivasyonun

bir gostergesi olarak yorumlandi.
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Dual antikorlarin (E-kaderin + Kollagen Tip 1) boyanma o6zellikleri:

Olgularin  38’inde (%54) Kollagen Tip | agisindan hi¢ boyanma
saptanmazken, 27 (%38,9) olguda 1+, 5 (% 7,1) olguda 2+ boyanma
saptandi. Degerlendirme 1sik mikroskobunda x40 buyltme ile yapildi.
Degerlendirmede hepatosit membrani Gzerinde bulunmayan, mutlak olarak
sitoplazmada yerlesmis, parlak globuler boyanma Kollagen Tip | agisindan
pozitif kabul edildi. Pozitif kabul edilen bu hicreler periportal bdlgede daha
fazla olmak Uzere periseptal bolgeye de uzanim gdstermekteydi. Fibrozis
evresi arttikga Kollagen Tip | ekspresyonunda belirgin bir artis oldugu dikkati
cekti. Hem periportal hem periseptal boélgede bulunan ve her iki antikoru ayni
anda eksprese eden hepatositler siddetli boyanma olarak degerlendirildi.
Degerlendirmenin objektif olabilmesi icin Kollagen Tip | yogunlugu hafif (1+)
ve siddetli (2+) olarak iki kategoride yapildi. Kollagen Tip | eksprese eden
hepatosit fenotipindeki hicrelerin hi¢ birisinde E-kaderin ekspresyon kaybi
g6zlenmedi. Calismamizda E-kaderin+Kollagen Tip | dual ekspresyonu
gOsteren, hepatosit fenotipine sahip hucreler bulunan olgularin boyanma

oranlari Tablo 15’'de verilmektedir.

Tablo 15: Olgularin E-kaderin + Kollagen Tip | boyanma oranlari

E-kaderin+Kollagen Tip | Olgu sayisi (n) %
0 38 54

1 27 38,9

2 5 7.1

Toplam 70 100
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Kontrol grubundaki olgularin hi¢ birisinde E-kaderin ve Kollagen Tip Ii

birlikte eksprese eden hepatosit ya da kolanjiyosit goralmedi.

immunohistokimyasal Sonuglarin Birbirleri ve Klinikopatolojik
Parametrelerle iligkisi:
Yas ve cinsiyet ile galigilan belirleyiciler arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir iligki bulunmadi.

istatistiksel calismalar sonunda aralarinda anlamh iliski ¢ikan
parametreler ve bu iligskilerin ortaya c¢ikardigi sonuglar Tablo 16’da

Ozetlenmektedir.

Tablo 16: Aralarinda anlamli iligki oldugu ortaya konan parametreler ve

elde edilen sonuglar

Parametreler/Sonug P degeri
Fibrozis dlzeyi ile diz kas aktini arasinda 0.01
pozitif korelasyon saptandi '
Fibrozis dizeyi ile FSP-S100A4 arasinda 0.01
pozitif korelasyon saptandi '
Fibrozis duzeyi ile TGF-B arasinda pozitif 0.01
korelasyon saptandi '
Fibrozis dizeyi ile E-kaderin+Kollagen Tip |
dual boyanmasi arasinda pozitif korelasyon 0.01
saptandi
Nekro-inflamatuar aktivite derecesi ile duz kas 0.01
aktini arasinda pozitif korelasyon saptandi '
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Nekro-inflamatuar aktivite derecesi ile FSP-

S100A4 arasinda pozitif korelasyon saptandi

0.01

Nekro-inflamatuar aktivite derecesi ile TGF-}

arasinda pozitif korelasyon saptandi

0.01

HCV pozitif hastalarda HBV pozitif hastalara
gOre diuz kas aktini ekspresyonu anlamlilik

sinirinda pozitif korelasyon gosterdi

0,05

HCV pozitif hastalarda HBV pozitif hastalara
gore TGF-R ekspresyonu agisindan pozitif

korelasyon saptandi

0.01

HCV pozitif hastalarda HBV pozitif hastalara
gore E-kaderin+Kollagen Tip | boyanmasi

arasinda pozitif korelasyon saptandi

0,034

Nekro-inflamatuar aktivite derecesi ile viral
hepatit tipi arasinda korelasyon gorulmezken
HCV pozitif hastalarda HBV pozitif hastalara

gore fibrozis evresi agisindan pozitif

korelasyon saptandi

0.012

Diz kas aktini ile FSP-S100A4, TGF-R ve E-
kaderin+Kollagen Tip | dual boyanmasi

arasinda pozitif korelasyon saptandi

0.01

FSP-S100A4 ile TGF-B arasinda pozitif

korelasyon saptandi

0.01
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FSP-S100A4 ile E-kaderin+Kollagen Tip |

dual boyanmasi arasinda anlamli kabul 0.059
edilebilir dizeyde pozitif korelasyon saptandi
TGF-R ile E-kaderin+Kollagen Tip | dual
boyanmasi arasinda pozitif korelasyon 0.006
saptandi
Fibrozis ile nekro-inflamatuar aktivite derecesi 0.01

arasinda pozitif korelasyon saptandi
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Resim 1-2. Kontrol grubunda portal alandaki damar diz kaslarinda alfa-
diz kas aktin pozitifligi izlenirken, parankimdeki hiucrelerde herhangi bir

boyanma goértlmemektedir (x20 ve x40)
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Resim 3-4. Fibrozis dizeyi minimal olan olguda parankim icinde alfa
duz kas aktini 1+ olarak degerlendirilen aktive stellat hiucreler (x20 ve
x40)
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Resim 5-6. Kama biyopsisinde sirotik karacigerde (fibrozis skoru 6) alfa

duz kas aktini ile 3+ olarak degerlendirilen alanlar (x4 ve x40)
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Resim 7-8. Kontrol grubundaki kalin igne biyopsisinde TGF-R ile safra
duktuslarinda boyanma izlenirken parankimde herhangi bir boyanma

gorulmemektedir (x20 ve x40)
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Resim 9-10. Kama biyopsisinde TGF-R ile 1+ olarak degerlendirilen
alanlar (x20 ve x40)
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Resim 11-12. Kama biyopsisinde sirotik karacigerde (fibrozis skoru 6)

TGF-R ile 3+ olarak degerlendirilen alanlar (x20 ve x40)
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Resim 13-14. Kama biyopsisinde 0zellikle periportal alanlardaki

hepatositlerde yogunlasan TGF-3 boyanmasi (x20 ve x40)
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Resim 15-16. Kontrol grubunda igne biyopsisinde parankimdeki Kupffer
hicrelerinde ve portal alanlardaki lenfositlerde tek tik FSP-S100A4

boyanmasi (x20 ve x40)
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Resim 17-18. Kalin igne biyopsisinde FSP-S100A4 ile fibroblastik

aktivitenin 1+ olarak degerlendirildigi alanlar (x20 ve x40)
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P

Resim 19-20. Kama biyopsisinde sirotik karacigerde (fibrozis skoru 6)
FSP-S100A4 ile 3+ olarak degerlendirilen alanlar (x20 ve x40)
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Resim 21-22. Kontrol grubunda kalin igne biyopsisinde portal alanlarda
olagan Kollagen Tip | boyanmasi izlenirken periportal alanlarda E-

kaderin+Kollagen dual boyanmasi gérilmemektedir (x20 ve x40)

64



Resim 23. Kalin igne biyopsisinde siddetli olarak degerlendirilen E-

kaderin+Kollagen dual boyanmasi (x20)

Resim 24. Santral ven ¢evresindeki olagan kollagen ve hepatosit
membranlari Uzerinde noktasal kollagen boyanmasi degerlendirmeye

alinmamistir (x100)
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Resim 25-26. Kalin igne biyopsisinde periportal alanlarda yogunlasan
hafif ve gsiddetli olarak degerlendirilen E-kaderin+Kollagen dual

boyanmasi gosteren hepatositler (x100)
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TARTISMA

Hepatik fibrozis, akut veya kronik karaciger hasari sonrasi interstisyel
alanlarda ekstaselluler matriks birikimi anlamina gelmektedir. Etiyolojiden
bagimsiz olarak siroz veya son donem fibrozis; skarlarin etrafini saran
hepatosit nodullerinin ve genis fibrotik bantlarin olusmasi ile mikrovaskuler
yapida ortaya c¢ikan degisikliklere yani hepatik mimarinin tamamen
bozulmasina baghdir. Bu degisiklikler karaciger fonksiyonlarini bozmakta ve
portal hipertansiyona neden olmaktadir. Kronik viral hepatitiere badli
olgularda fibrozis gelismesi, hepatik hasarin gugla bir kanitidir. Karaciger
fibrozisi, ESM bilesenlerinin agiri miktarlarda depolanmasi sonucunda olusan
dinamik bir suregtir. Karaciger fibrozis kaskadi birka¢ basamakta gelisir;
HSH’ler ve Kupffer hlcrelerinin aktivasyonu, HSH’lerin gogu, proliferasyonu,
ekstraselluler matriks sentezi ve depolanmasi, skar dokusunun yeniden
dizenlemesi, fibrozis kontraksiyonu ve sonunda da HSH’lerin apoptozisi. Bu
surecte HSH’lerin proliferasyonu ve farklilasmasi hepatik fibrozisin
gelismesiyle orantihdir. HSH’ler, bag doku bilesenlerinin asiri miktarda
depolanmasinda esas rol oynayan hucrelerdir. Aktive HSH’lerin alfa-dlz kas
aktini eksprese ettigi daha dnceki bir cok galismada gdsterilmistir (94,95). Bu
olaylarin olugmasinda ana fibrojenik sitokin olan TGF-B’'nin roli oldugu
disunilmektedir. Ote yandan karaciger hasari gelistiginde yanit olarak tip |
kollagen igerigi de artmaktadir. Stellat hiicrelerinin yogunlugu, aktivasyonu ve
fibrozis arasindaki iligki ¢esitli karaciger hastaliklarinda arastiriimistir:

N. Akpolat ve ark. kronik hepatit B'li ve sirozlu hastalarin karaciger
biopsi drneklerinde alfa-diz kas aktini ekspresyonunu immunohistokimyasal
yontemlerle degerlendirmigler ve aktin duzeylerini fibrozis evresi ile
karsilastirmiglardir.  Fibrozis evresi arttikca alfa-diuz  kas  aktini
ekspresyonunun arttigini ve bu ekspresyonun 6zellikle periportal, perisentral

ve perisinuzoidal alanlarda anlamli derecede belirgin oldugunu gérmuslerdir.
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Ayrica henuz fibrozis gelismemis bir ka¢ olguda alfa-diuz kas aktini
ekspresyonu saptamiglar ve bunlarin da 6zellikle belirgin nekro-inflamatuar
aktiviteye sahip olgular oldugunu belirlemiglerdir. Bu yuzden c¢alisma
sonucunda kronik hepatit B’li hastalarda sadece periportal fibrozisin
gosterilmesinin, fibrozis evresini degerlendirmede yeterli olmayabilecegini,
Ozellikle erken evrelerde alfa-diz kas aktini ekspresyonunun fibrozisi
saptamada yardimci olacagini yani fibrozis gelisiminin bir habercisi
olabilecegini belirtmislerdir (88).

Dooley ve ark. ise inflamasyon ile aktive olan ve ¢ogalan HSH’lere
paralel olarak sadece alfa-duz kas aktininin degil, ayni zamanda kollagen tip |
ve TGF-B ekspresyonunun da arttigini belirtmislerdir. Bu deneysel ¢alismada
anti-TGF-B tedavisinin, karacigerde fibrotik gelismeyi durdurdugunu ve
fibrogenezisi azalttigini gostermiglerdir (96).

Chia-Ming Chu ve ark., kronik hepatit B ve C'li hastalarda
immunohistokimyasal olarak alfa-duz kas aktini  ekspresyonunu
degerlendirerek, HSH aktivasyonunu ve bunun nekro-inflamatuar aktivite
derecesi ve fibrozis evresi ile iligkisini arastirmislardir. Hem kronik HBV hem
de kronik HCV’lilerde nekro-inflamatuar aktivite derecesi ve fibrozis evresi ile
korele olacak sekilde, HSH aktivasyonunu gdstermislerdir. Ayrica aralarinda
nekro-inflamatuar ve biyokimyasal degerler arasinda fark saptanmamasina
ragmen kronik HCV’li olgularda HSH aktivasyonunun kronik HBV’li olgulara
goOre anlamli derecede daha yuksek oldugunu saptamislardir (89).

Tomanovic ve ark. kronik HCV’li hastalarda alfa-diz kas aktinini
immunohistokimyasal yontemle calisarak aktive HSH yogunlugunu
incelemigler, sonug olarak; aktive HSH yogdunlugu ile fibrozis arasinda pozitif
korelasyon izlerken nekro-inflamatuar aktivite derecesi ile anlamli bir iligki
saptamamislardir. Ayrica aktive HSH’lerin anlamli olarak portal alan ve fibroz
septalarda bulundugunu goéstermiglerdir (87).

Tdm bu galismalarda goéruldugu gibi karaciger hasarinda alfa-diz kas

aktini ekspresyonu, HSH aktivasyonuna paralel bir artis gostermektedir. Bu
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bulgulara dayanarak HSH aktivasyonunun guvenilir bir belirleyicisi olarak
kabul edebilecegimiz alfa-diz kas aktin ekspresyonu bizim ¢alismamizda da
fibrozis evresi ile anlamli bir korelasyon gdstermektedir (p<0,05). Ayrica
sirotik olgularimizda diger fibrozis evreleri ile karsilastirildiginda anlamli
derecede daha fazla alfa-duz kas aktin ekspresyonu saptanmistir. Bu bulgu
bize, HSH’lerin fibrozis gelisimindeki rolinden o6te, siroz asamasinda daha
yogun bir HSH aktivasyonunun gerceklestigini dusundurmektedir. Kontrol
grubumuzdaki hig¢ bir olguda periportal zonda ve parankim iginde alfa-diz kas
aktini boyanmasinin olmayigi, karacigerdeki hasarin ve bunun sonucu olusan
inflamasyonun HSH aktivasyonunu tetikledigini desteklemektedir. Yine
calismamizda nekro-inflamatuar aktivite derecesi ve fibrozis ile alfa-diz kas
aktini ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon goérulmustar. Ancak
calismamizda fibrozis evresi “0” olan ve aktin ekspresyonu gdésteren bir olgu
saptanmamistir. Bu bulgu Akpolat ve ark. tarafindan 6ne surtlen “aktinin
erken fibrozis belirleyicisi oldugu” gorusu ile ¢elismektedir. Viral seroloji ile
iliskisi agisindan baktigimizda 6zellikle HCV pozitif hasta grubumuzda alfa-
diz kas aktini ekspresyonunun HBV pozitif olgulara gore daha fazla oldugu
izlenmektedir. Literatirle 6rtisen tim bu bulgular, kronik hepatitlerde sadece
fibrogenez gelisiminde degil daha hicre hasarinin basladigr noktadan
itibaren, HSH aktivasyonunun ana yodnlendirici basamak oldugunu bize
dusundurmektedir.

Ayrica g¢alismamizda HCV pozitif olgularda fibrozis evresi, alfa-diz kas
aktini, TGF-B ekspresyonu ve E-kaderin+Kollagen dual ekspresyonu HBV’ye
gore anlamli derecede daha fazladir. Bu durum HCV’nin fibrozise ve bunun
sonucu siroza gidigste HBV’den daha etkili oldugu fikrini dogurmustur.

Literatirde yeralan alkolik karaciger hastaliginda fibrozis olusumu ile
ilgili bir calismada, 87 perisentral hasarli ancak portal alanlarin normal oldugu
alkolik steatohepatit olgusu ile 324 cesitli evrelerdeki alkolik steatohepatit
olgusu ve 10 kontrol olgusu incelenmistir. Bu ¢calismada erken evre olgularda

stellat hicre aktivasyonunun perisentral bdlgede olup, fibrozis ilerledikce
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daha diffiz hale geldigi gorulmuastur. Kupffer hicre aktivasyonu CD68
ekspresyonu ile de@erlendirilmis ve tim evrelerde, endoteliyal hucrelerde,
periportal CD34 ekspresyonu izlenmistir. Diz kas aktini ekspresyonu ile
fibrozis evrelemesi kargilastirilarak etanol hasarinda fibrozisin, aktive stellat
hacreleri, Kupffer hicreleri ve endoteliyal hicrelerin etkisi ile meydana geldigi
vurgulanmigtir. Bu ¢galismada, stellat hiicre belirleyicisi olan diz kas aktini ile
fibrozisin perivenuler alandan basladigi daha sonra tim karacigere yayildigi
g6zlenmistir. Etanole bagll fibrogenezisin stellat hicre ve Kupffer hicre
aktivasyonuna bagli oldugu sonucuna varilmigtir (97).

Diyabetes Mellitus ve obezite konusunda yapilan baska bir ¢calismada,
karaciger biopsilerine immunohistokimyasal olarak kollagen tip 1V, alfa-duz
kas aktini ve laminin uygulanmigtir. Bu calismada aktive stellat hicreler
genelde zon 3’te ve perisinizoidal bdlgede izlenmigtir. Kollagen ve laminin
Disse araliginda diffiz, perisentral alanda ve/veya sentral ven duvarinda
gesitli yogunluklarda izlenmistir. Diyabetes Mellitus olmayan hastalarda
sinuzoidal kollagen depozitleri ve alfa-diz kas aktini immunreaktivitesi
steatozun derecesi ile iligkili, Diyabetes Mellitus’lu hastalarda ise iligkisiz
bulunmustur. Sonugcta, diyabetik olmayan grupta hepatik fibrozis stellat hiicre
aktivasyonu ile direk olarak iligkili saptanmistir (98). Bu son iki ¢calismanin da
gOsterdigi gibi sadece viral hepatitlere bagli fibrozis degil, etiyolojisi ne olursa
olsun fibrozise yol agan tim hepatik hasarlarda, HSH aktivasyonu basrolu
oynamaktadir.

Gunumuzde karaciger fibrozisi engellenebilir ve siroz da geri dénebilir
patolojik surecler olarak kabul edilmekte ve c¢alismalar fibrogenez
basamaklarini anlamak ve bu sureci engellemek yonunde yogunlagmaktadir.
Bu calismalarda fibrogenezisin baslangic noktasi HSH aktivasyonu gibi
g6zukmektedir. HSH aktivasyonuna yol agan temel uyaran olan TGF-B ile
ilgili arastirmalar en ¢cok umut baglanan calismalardir. Anti-TGF- tedavisi ile
ilgili pek cok hayvan deneyi pozitif sonu¢ vermis olmakla birlikte, insan

denemelerine henuz gecilmemigtir. GUnluk patoloji uygulamalarinda kronik
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hepatitlerde kullanilan aktivite ve fibrozis derecelendirmeleri ile; TGF-R’nin
fibrotik karacigerdeki ekspresyonunu kargilastiran calismalar, literatlirde
oldukca nadirdir. Oysa ki histolojik aktivite indeksi ve fibrozis derecesiyle,
TGF-3 ekspresyonlari arasinda kurulabilecek herhangi bir iliski, hastaligin
izlemi agsamasinda, patoloji ve klinik uygulamalar agisindan faydali olacaktir.
Literatirde insan dokularinin kullanildigi arastirmalarin sayisi ¢ok az olup,
viral hepatitler ya da deneysel olarak olusturulan toksik ve biliyer siroz tipleri
kullanilmig, fakat metabolik ve otoimmin nedenli kronik karaciger hastaliklari
pek arastirilmamistir.

TGF-R’'nin karacigerde yalnizca hasar halinde eksprese edildigi, normal
karacigerde eksprese olmadigi bildiriimektedir (55, 59). Buna paralel olarak
bizim c¢alismamizdaki kontrol grubunda da hepatositlerde TGF-R
ekspresyonu saptanmamistir. Bu bulgu karacigerde primer bir hasar olmadan
TGF-B ekspresyonu olmadigi dustncesini desteklemektedir. Kronik hepatit
olgularimizda TGF- ekspresyonu fibrozis skoru ile uyumlu olarak
artmaktadir. TGF-R ekspresyonu ile hem nekro-inflamatuar aktivite hem de
fibrozis evresi arasinda istatistiksel olarak pozitif korelasyon saptanmistir
(p<0,05). Morfolojik olarak ayrintili incelendiginde bu ekspresyonun periportal
bdlgedeki hepatositlerde yodunlastigi gorulmektedir. Ayrica hepatit ve siroz
olgulart TGF- ekspresyonu acisindan kiyaslandiginda, siroz grubunda TGF-
3 ekspresyonunun belirgin sekilde ylUksek oldugu dikkati gekmektedir. Yine
¢alismamizda HCV pozitif hastalarda TGF- ekspresyonunun HBV’ye gore
daha fazla oldugu saptanmigtir. Bu bulgu HCV’nin, inflamasyonu ve bunun
sonucu olusan fibrozisi daha fazla uyardigi fikrini dogurmaktadir. TGF-[3
hepatositler disinda safra duktuslari tarafindan da eksprese edilir, ancak
farkh fibrozis skoruna sahip olgularimizda safra duktuslari ile TGF-R
ekspresyonu arasinda herhangi bir iliski géralmemistir.

Calismamizda yas ve cinsiyet ile TGF-R ekspresyonunun yayginligi ve
yogunlugu arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunmamistir.

Bedossa ve ark.’nin yaptigi bir cgalismada c¢ocuk hastalardaki TGF-i
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ekspresyonu eriskinlere oranla daha az bulunmus olup, bu bulgu dokulardaki
maturasyonla iligkilendirilmigtir  (53). Bizim c¢alismamizda ise g¢ocuk
hastalarda (18 yas ve alti) TGF-3 ekspresyonunun yogunlugu eriskinlerle
benzer oranda bulunmustur. Ancak gocuk olgularimiz 4 tane ile sinirli olup bu
say! herhangi bir yorumda bulunmak icin yetersizdir.

Biliyer atrezili olgularda yapilmig bir ¢calismada, immunohistokimyasal
olarak alfa-duz kas aktini yani sira prokollagen a1 mRNA ve TGF- mRNA
icin in-situ hibridizasyon uygulanmigtir. TGF-3 ekspresyonunda Kupffer
hdcrelerinin -~ roli  immunohistokimyasal olarak CD68 uygulanarak
gosterilmistir. Bu calismada biliyer atrezili hastalarda artan kollagen
yapimindan ve artan TGF-R dluzeylerinden aktive stellat hiicrelerinin sorumlu
oldugu ve bu hicrelerin fibrozis surecinde onemli katkisi oldugu
vurgulanmigtir (100). Spee ve ark.’nin kdpek ve insan dokularinda yaptigi bir
calismada ise tersine bir bulgu olarak inflamasyonun siddetinin TGF-3-1
reseptor mRNA duzeylerini degistirmedigi bildirilmektedir (101). Goruldugu
gibi insan dokularinda TGF-B ekspresyon duzeyleri ile ilgili ¢alismalar
yetersiz olmakla kalmayip ayni zamanda ¢eligkili sonuglar vermektedir. Bizim
bulgularimiz hicre hasari ve fibrozis ile TGF-B ekspresyonunun arttigi
yonundedir.

Shi ve ark. yaptiklari ¢alismada, ileri evre siroz olgularinda TGF-R
ekspresyonunun azaldigini gostermiglerdir. Bunun da fibrogenezisin aktif
veya tamamlanmis olmasina bagl bir bulgu olabilecegini dugiinmuslerdir. Bu
bulgularla siroz gelisiminin tamamlandigi olgularda matur kollagen ile Disse
arahginin tamamen kapandigini, TGF-3 ile boyanmada azalma (down-
regulasyon) oldugunu ve fibrogenezin durdugunu ileri surmuslerdir. Bu
duruma yol agan nedenin sinuzoidal boslugun tamamen kapanmasiyla
parankimde gelisen hipoksi ve hipoksinin yol actigi TGF- ekspresyonundaki
degisiklik oldugunu belirtmiglerdir (99).

Paik ve ark. yaptiklari bir ¢galismada displastik nodul ve hepatoselltler

karsinomda TGF-R-1 ve TGF-R-1 reseptor ekspresyonlarini incelemisler ve
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displaziden karsinoma  gegis asamalarinda  TGF-R-1 reseptor
ekspresyonunun ¢ok degismedigini; ancak karsinoma komsu hepatositlerde
belirgin olarak artis oldugunu gormuglerdir. Sonu¢ olarak sirozun ileri
asamasina kadar TGF-B-1 ekspresyonunun arttigini ancak belli bir
asamadan sonra azaldigini, tumor gelisiminde ise tamamen kayboldugunu
gostermiglerdir (102). Son iki calismada goérildugu gibi TGF-B, yalnizca
fibrojenik bir sitokin olmakla kalmayip ayni zamanda karsinogenez surecinde
TGF-B ekspresyonunda inhibisyon s6z konusudur. Ancak fibrozis ve fibrozis
zemininde gelisen karsinomlar ile TGF-p’nin bu sasirtici iligkisini agikliga
kavusturmak igin daha genis kapsamli galismalar gereklidir.

Calismamizda en fazla degerlendirme sorunu yasadigimiz antikor olan
FSP-S100A4, lenfositlerde, makrofajlarda, periportal alandaki fibroblastlarda
ve parankim iginde Kupffer hicrelerinde yogun olarak boyanma gostermistir.
Bu nonspesifik boyanma, baslangigta myofibroblastik aktivitenin belirleyicisi
oldugu oOne surilen FSP-S100A4’Gn gergekte makrofaj/fibroblast kokenli
hdcreler igin bir belirleyici oldugunu bize gdstermistir. Buna ragmen FSP-
S100A4’Un degerlendiriimesindeki sorun, hicrelerin lokalizasyon ve sekline
bakilarak asilmistir. Her ne kadar bu sorun objektif degerlendirmeyi azaltsa
da FSP-S100A4’Un boyanma siddeti ile fibrozis diuzeyi ve histolojik aktivite
indeksi arasinda pozitif korelasyon izlenmistir (p<0,05). Ancak viral hepatit
tipi acisindan anlamli bir fark goérdlmemistir. Kontrol grubunda 5 olguda
gorilen hafif dizeydeki FSP-S100A4 ekspresyonu “normale yakin da olsa bu
olgularda herhangi bir hasara bagli hafif dizeyde fibroblastik aktivasyon
bulunabilir’ seklinde yorumlanmigtir. Calismamizda, boyanan hucre
populasyonunun genisligi ve degerlendirmedeki sorunlar nedeniyle FSP-
S100A4’Gn myofibroblastik aktiviteden ¢ok nekro-inflamatuar aktivitenin bir
belirleyicisi oldugu sonucuna variimistir.

Osterreicher ve ark’nin insan karaciger dokusunda ve stellat hiicre

kultirande yaptiklari bir gcalismada, bizim sonuglarimiza benzer sekilde FSP-
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S100A4 ‘Un myofibroblastik hicreler ya da myofibroblast 6nclsu hicreler igin
spesik bir belirleyici olmadigini saptanmisgtir (91).

Karacigerde fibrozise yol agan hicreler, dncelikle aktive olmus HSH’ler
ve myofibroblastik aktivitesi oldugu dusunulen fibroblastlardir. Bu konuyla
ilgili son yillarda yapilan ¢alismalarda bu iki hiicre disinda fibrozise yol agan
baska mekanizmalarin da oldugu gindeme gelmigtir. “Epiteliyal mezenkimal
gecis” olarak bilinen ve sadece fibrogenezisde degil embriyogenez, timor
invazyonu ve metastazinda da rol oynayan bu mekanizmada epiteliyal
Ozellikteki bir hlicre zamanla mezenkimal 6zellik kazanmaktadir. Karacigerde
EMT’a ugradigi disundlen bu hucreler hepatositler ya da kolanjiyositlerdir.
Bizim c¢alismamizda dual immunohistokimyasal boyama yontemiyle
membrandz boyanan E-kaderin ile sitoplazmik boyanan Kollagen Tip [li
birlikte eksprese eden hepatositler arastiriimigtir. Dual boyanma gdsteren
hepatositler periportal ve periseptal bodlgede yogdunlasmaktadir ve bu
hepatositler boyanma yogunluklarina gore hafif ya da siddetli olarak
degerlendiriimigtir. Degerlendirme sonucunda fibrozis ve histolojik aktivite ile
dual boyanmayi sergileyen hicrelerin  yogunluklari arasinda pozitif
korelasyon bulunmustur (p<0,05). Kontrol olgularinda kriterlerimize uygun
olarak dual boyanan (EMT’a donismekte olan) hepatosit gérilmemistir. Bu
durum ancak hepatik hasar halinde bu doénusimin gerceklestigi fikrini
desteklemektedir. Ancak bu hucrelerin higbirisinde epiteliyal belirleyici olan E-
kaderin kaybi gorilmemigstir. Oysa teorik agidan bakildiginda, EMT olugsum
basamaklarinda 6nce hepatositin adezyon molekullerini kaybetmesi,
epiteliyal baglantilarindan kurtularak hepatosit kordonu digina atiimasi ve
daha sonra mezenkimal ozelliklerin gelismesi beklenmektedir. Olaylarin
gelisim sirasindaki bu sapmanin bize gore iki olasi agiklamasi yapilabilir. ilki
hepatositler htcre kordonu digina atiimadan 6nce kollagen ekspresyonunun
baslama olasiliidir. Hlcre igi olaylar ve artan sitokin uyarilari, hepatositlerde
gen transkripsiyonundaki  degisiklikleri henlz epiteliyal &zelliklerin

kaybolmadigi asamada baglatiyor olabilir. Bizim mikroskopik gézlemlerimizde
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kollagen globdllerini hepatosit sitoplazmasi iginde az sayida ve klguk olarak
gérmemiz, bu disiinceyi desteklemektedir. ikinci olasilik ise her ne kadar
immunohistokimyasal boyama yontemleri standardize edilmis olsa da
molekuler ekspresyonlari degerlendirmek igin daha sofistike yaklasimlarin ve
molekuler ¢caligmalarin gerekliligidir.

Kimori ve ark.’nin yaptigi bir calismada fare hepatosit hiicre kiltirinde
TGF-B ile uyariimis kollagen tip | sentezleyen ve epiteliyal bir belirte¢ olan E-
kaderin ile albumini ayni anda eksprese eden hepatositler immunfloresan
yontemle arastiriimistir (77). Her ne kadar bu galismada mezenkimal bir
belirleyici olarak albumin kullanilsa da bunun ekstraselliler bir matriks
proteini oldugu dusunuldigunde bizim calismamizla benzer oOzellikler
tagsimaktadir.  Ayrica immunfloresan boyama immunohistokimyasal
boyamaya oranla daha hassas bir yontemdir ve sonugta bu calisma ile de
EMT gosteren hepatositlerin varligi gosterilmistir.

Li ve ark.’nin yaptigi bir calismadaysa fare kok hucre kultirinde
epiteliyal bir belirte¢ olan sitokeratin-7 ile albumini ayni anda eksprese eden
hicreler immunfloresan yontemlerle gosterilmistir (76). Bu ¢alismada her iki
belirleyicinin hucrelerin sitoplazmasinda eksprese ediliyor olmasi bir
dezavantaj gibi gorilse de immunfloresan yontem kullaniimasi daha hassas
ve spesifiktir.

Deng ve ark. da biliyer atreziye bagli fibrozis gelismis olgularda
immunohistokimyasal yontemlerle sitokeratin-7, S100-A4 ve alfa duz kas
aktini uygulayarak, Sitokeratin-7 ile S100A4’G ayni anda eksprese eden
hepatositleri hem immunfloresan hem immunohistokimyasal olarak
gOstermiglerdir (78). Yine bu calismada da sitokeratin-7 ve FSP-S100A4
immunohistokimyasal olarak sitoplazmik bir boyanma sergilemektedir. Bu
durum degerlendirme yapilirken sorun yaratabilir. Ayrica yapilmis olan bagka
calismalarda ve bizim bulgularimizda FSP-S100A fibroblastlara spesifik
olmayip makrofaj, lenfosit ve plazma hucreler tarafindan da eksprese

edildiginden spesik bir boyanma olarak kabul edilmemelidir.
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Rygiel ve ark. intrahepatik biliyer epiteliyal hicre kultirlerinde
immunohistokimyasal ve in situ hibridizasyon yontemi ile sitokeratin-7,
sitokeratin-19, alfa-diz kas aktini ve FSP-S100A4 calismislardir. Primer
biliyer siroz, Primer sklerozan kolanijit ve alkolik karaciger hastaligina sahip
olgulardan yapilan hicre kulturlerinde duktuler reaksiyon gdsteren biliyer
epiteliyal hucrelerinde sitokeratin-7 ve FSP-S100A4’U birlikte eksprese eden
epiteliyal-mezenkimal dénlisume ugradigi dasunulen hidcreler gosterilmistir
(75). Kolanjiyositlerde 6ne surilen EMT igin bizim yaptigimiz
degerlendirmede ise dual boyanma gdsteren Kkolanjiyositler arastiriimig,
ancak her iki immunohistokimyasal belirleyiciyi birlikte eksprese eden
kolanjiyosit saptanmamistir.

Calismamizda butun bu bilgilerin ve son yillardaki arastirmalara ait
bulgularin 1s1§1 altinda patogenezde adi en ¢ok gegen ve en Onemli
noktalarda gorev yapan TGF-R-1, alfa duz kas aktini, FSP-S100A4, Kollagen
Tip | ve E-kaderin molekullerinin kronik hepatitli, sirozlu ve olagan karaciger
dokularinda ekspresyonlari incelenmigtir. Fibrozisin farkli asamalarini
sergileyen karaciger dokularinda bu molekullerin ekspresyonunda bir
degisiklik var mi?, varsa bu bizi hasta takibinde ve tedavisinde yonlendirebilir
mi? sorularina cevap aranmistir. Ulasabildigimiz kadaryla literatirde bu
molekuller ayri ayri olarak c¢alisilmis ancak hepsinin birbiriyle iligkisini
gOsteren insan dokularinda yapilmis bir arastirma mevcut degildir.

Anti-fibrojenik tedavi hedefleri acisindan bakildiginda, TGF-R
inhibitorleri uygun hedefler olsa da, ¢alismamizda elde ettigimiz sonuclara
dayanarak, bu tip bir tedavinin hepatit ve sirozlu olgularda etkili olacagini,
inaktif sirozdaki etkisinin kisitl olacagini 6ne surebiliriz. Ancak bu hipotezin
kesinlesebilmesi igin ¢ok daha genis serilere ve TGF-F’'nin tim alt tiplerinin
calisildigl daha ayrintili ve gok merkezli arastirmalara gerek vardir. Vaskuler
sisteme yonelik tedavi ajanlarinin kullanildigi (TGF-R-reseptor analoglari,
TGF-BR antagonistleri, anjiotensin reseptdr antagonistleri v.b.) ¢alismalardan

hayvan deneyi bazinda da olsa umut verici sonuglar elde edilmektedir. Ancak
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TGF-B’'nin su ana dek gosterilmis bipolar etkileri nedeniyle, henuz faz
calismalar stiren TGF R antagonistlerinin uzun sdreli kullanimi halinde,
etkilerinin tersine donUp hepatokarsinogenezi ve otoimmuin hastaliklari
tetiklemesinden gekinilmektedir.

Bir patolog olarak karaciger biopsileriyle klinisyene sagladigimiz bilgi
fibrozis var mi?, varsa ne asamada?, tumodr gelismis mi?’ sorularini
yanittamak ve hastanin takibini kolaylastirmaktir. Hastalarda gelisen
fibrozisin takibini kolaylastiracak non-invaziv bir belirleyici arayisi devam
etmektedir. Su ana kadar bu amagla hedef alinan belirleyicilerin (konnektif
doku buyume faktéri-CTGF gibi) higbiri istenilen sonucu vermemistir. Clnku
hastaligin derecesi ve evresi ile bu belirleyicilerin serumdaki duzeyleri
uyumlu degildir (66). Bu nedenle igne biopsileri tani ve takipte hala altin
standarttir. Ancak fibrozisin dinamik surecini morfoloji ile kesin olarak
belirlemek mimkin olmayabilir. Bu durum arastirmacilari dokuda standart bir
belirleyici saptama yoluna itmigstir. Pek ¢ok aday molekul arastiriimaktadir. Bu
nedenle var olan hastaligin sonucundan ziyade nedenini ve nasil gelistigini
anlamaya yonelik calismalar bagi c¢cekmektedir. Patogenezin arastinldigi
calismalarda siklikla hucre kultarleri kullanilmaktadir. Bazi arastirmacilar
insandan elde edilen hacre kdltarleri kullansa da, c¢ogunlukla yapilmis
calismalarda hayvanlardan elde edilen hicre kdltarleri kullanilimigtir ve
kullanilmaktadir. Ancak bu arastiricilarin 6zellikle vurguladigi bir nokta;
hayvanlara ait dokular ile insanlara ait olanlar arasinda belirgin fark
oldugudur. Ornegin insan hiicre kiltirlerinde TGF-R transkriptleri
saptanirken; si¢can hicre kulturlerinde TGF-R transkriptlerinin saptanamadigi
calismalar vardir. Yapilan arastirmalarin sonuglari bu nedenle ¢ok farkli ve
tartismaya aciktir. Bu da insan dokularinda yapilan ¢alismalari daha anlamli
kilmaktadir.
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SONUGLAR ve ONERILER

» Aktive HSH’ler alfa diz kas aktini eksprese etmektedir.

« Kontrol grubunda alfa diz kas aktini ile yalnizca damar duz kaslarinda
boyanma saptanmistir.

* Bizim galismamizda fibrozis evresi ile alfa-diz kas aktini ekspresyonu
arasinda anlamli bir korelasyon bulunmustur(p<0,05).

« Ayrica sirotik olgularda diger fibrozis gruplari ile kargilastirildiginda anlamli
derecede daha fazla alfa-diz kas aktini ekspresyonu saptanmistir. Bu da
HSH'’ lerin siroz olugsumunda ¢ok énemli bir rol oynadigini géstermektedir.

« Kontrol grubundaki hi¢ bir olguda alfa-diz kas aktini boyanmasinin
olmayisi, karacigerde hasar ve bunun sonucu olusan inflamasyon olmadan
HSH aktivasyonun olmayacagi gorusunu desteklemektedir.

 Calismamizda HAI derecesi ve fibrozis dizeyi ile alfa-diiz kas aktini
ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon gériuldi (p<0,05). Ozellikle HCV
pozitif hasta grubunda alfa-diz kas aktini ekspresyonunun HBV pozitiflilere
goOre daha fazla oldugunu saptanmistir.

 Kontrol grubunda TGF-f3 ile boyanma saptanmamisgtir.

* Calisma grubunda TGF-B ile boyanma saptanan hucre tipleri; safra
duktuslari ve portal alana komsu hepatositler olup TGF- ekspresyonunun
yogunlugu ile fibrozis arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmustur (p<0,05).

* TGF-R ile en kuvvetli boyanma fibrozis evresi 5 ve 6 (yani sirozlu) olan
hastalar olup TGF-B ekspresyonunun yayginligi ve yogunlugu ile yas,
cinsiyet arasinda anlamli iligki saptanmaistir. Ayrica etiyolojik nedenin HCV
oldugu grupta HBV’ye gore TGF- ekspresyonu daha fazla bulunmustur.

« TGF-R ekspresyonunun yayginhigi ve yogunlugu ile HAI ve fibrozis diizeyi
arasinda pozitif korelasyon saptanmi stir (p<0,05).

* TGF-03 ile en kuvvetli boyanma periportal boélgedeki hepatositlerde goruldu.

Lobdl i¢ci boyanma daha hafifti. Boyanan bir bagka hucre tipi ise safra
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duktuslari olup bu ekspresyonla fibrozis dizeyi arasinda anlaml iligkili
bulunmamistir.

» 18 yas ve alti vakalarda TGF-3 ekspresyonu erigkinlerle ayni orandaydi.
Literatirde ¢ocuk hastalarda bu ekspresyon daha az olarak bulunmus ve bu
durum olgunun maturasyonuna bagli olabilecedi dusunulmustar.

 Elde edilen sonugclar toplu olarak yorumlandiginda; TGF-3 ekspresyon ve
yogunlugu fibrozis derecesiyle birlikte giderek artmis, Sirozu olan dokularda
diffiz ve yaygin olarak bulunmustu.r

* FSP-S100A4 fibroblaslar, lenfosit ve plazma hucreleri ve Kupffer hucreleri
tarafindan eksprese edilir. Fibroblastlar 6zellikle portal alanlar ¢evresinde yer
alir. Olgularimizda artan fibrozis evresiyle birlikte portal alanlar gevresinde
yogunlasan FSP-S100A4 ekspresyonu gdstermektedir ve bu durum istatiksel
olarak anlamhdir (p<0,05).

» E-kaderin+Kollagen dual boyanmasini sergileyen hepatositlerin ¢ogunlugu
periportal ve periseptal bdlgelerde yer almaktadir ve bu boyanma artan

fibrozis duzeyi ile birlikte yogunlasmaktadir.
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OZET

AMAG: Karacigerde herhangi bir toksik ya da iltihabi hasara kargi gelisen
fibroziste en fazla rol oynayan anahtar hiicre HSH’lerdir. Bu surecte
fibrojenik bir sitokin olan TGF-R’'nin fonksiyonu, HSH’ler araciligi ile
Kollagen tip | salgilatarak ESM’in yeniden yapilanmasini saglamaktir. Son
yillarda fibrozis konusunda yapilan ¢alismalarda sadece HSH’lerin dedgil
EMT gdsteren hicrelerin de ekstraselliler matriks proteinlerini salgiladigi
dusundlmektedir. Calismamizda aktive HSH’lerin ve tUm bunlara yol agan
TGF-R’nin degisen fibrozis evreleriyle iligkisini ve epiteliyal mezenkimal
doénusum gdsteren hucrelerin varligini gdéstermek amaglanmistir.

GEREC VE YONTEM: Boélimimiizde karaciger biopsi materyallerinde
kronik viral hepatit tanisi almis farkl fibrozis skorlarina sahip 70 olgu ve
20 adet kontrol olgusu segilerek tumine immunohistokimyasal
belirleyicilerden TGF-B1, FSP1/S100A4, a-Diz kas aktini, Kollagen Tip |
ve E-kaderin uygulanmistir.

BULGULAR ve SONUGCLAR: Artan fibrozis derecesi ve inflamasyonla
TGF-B1, FSP1/S100A4, a-DiUz kas aktini ve E-kaderin+Kollagen Tip |
ekspresyonlari artmistir. Bu bulgu fibrogenezis surecinde bu molekullerin
rol oynadi§ini disindirmektedir. Ozellikle HCV'ye bagh kronik hepatit
olgularinda HBV’ye gore TGF-B1, a-Duz kas aktini ve E-kaderin+Kollagen
Tip | ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. FSP1/S100A4
fibroblastlar diginda diger yangi hucrelerini de boyadigindan spesifik
olmadigi sonucuna varilmistir. Dual immunohistokimyasal boyama
yontemiyle karacigerde EMT gosterdigi dusunulen hepatositler

saptanmistir.
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ABSTRACT
Histopathologic and immunohistochemical process parameters
(TGF-B1, FSP1/S100A4, a-smooth muscle actin, collagen type 1 and

E-cadherin) fibrogenesis in chronic liver disease with the evaluation

AIM: The HSH cells plays important role in liver developed fibrosis with
any toxic or inflammatory damage In this process, a fibrogenic cytokine,
function of TGF-R ensure that the restructuring the ECM by secreted
collagen type I. In recent years, studies on fibrosis suggests not only HSH
cells also EMT cells secreted the extracellular matrix proteins. In our
study, we aimed demonsrate that of the HSH’s and all this leads to TGF-}
relationship between changing fibrosis phases and showed epithelial
mesenchymal transformation cells.

MATERIALS AND METHODS: In this study, we taken for evaluate 70
patients with a diagnosis of chronic viral hepatitis whom liver biopsy
materials with different fibrosis scores and 20 control subjects. We
performed, all of the immunohistochemical markers of TGF-$1,
FSP1/S100A4, a-smooth muscle actin, collagen type |, and E-cadherin on
materials.

RESULTS, CONCLUSIONS: Increased fibrosis and inflammation, TGF-
B1, FSP1/S100A4, a-smooth muscle actin and E-cadherin + Collagen
type | increased. This finding suggests a role of these molecules in the
process of fibrogenesis. We found positive correlation between
expression of a-smooth muscle actin, TGF-B1 and E-cadherin + Collagen
type | in HBV chronic hepatitis cases compared to HCV chronic hepatitis.
FSP1/S100A4 painted the other inflammatory cells except fibroblasts also
thought the it is not specific. Dual immunohistochemical staining

hepatocytes in the liver was performed EMT.
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