<

T.C.

BASKENT UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

PATOLOJi ANABILIiM DALI

VIRAL HEPATITLERDE
MATRIKS METALLOPROTEINAZLARIN VE
INHIBITORLERININ EKSPRESYON PATERNLERI
VE FIBROZIS ILE ILISKISI

UZMANLIK TEZI

Dr. F. Pinar UYAR

Tez Danismani
Dog. Dr. Banu BILEZIKCi

ANKARA - 2005



<

T.C.

BASKENT UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

PATOLOJi ANABILIiM DALI

VIRAL HEPATITLERDE
MATRIKS METALLOPROTEINAZLARIN VE
INHIBITORLERININ EKSPRESYON PATERNLERI
VE FIBROZIS ILE ILISKISI

UZMANLIK TEZI

Dr. F. Pinar UYAR

Tez Danismani
Dog. Dr. Banu BILEZIKCi

ANKARA - 2005



Patoloji, ucu bucagi belli olmayan bir okyanus gibidir. Derinliklerine indikge renkili
ancak bir o kadar da tehlikeli oldugunu anlarsiniz. Kaybolmamak ve vyanlg

yapmamak igin, isini ¢ok iyi bilen rehberlere ihtiyaciniz vardir.

iste 3 yiIl énce baslayan bu renkli, zevkli ve tehlikeli yolculugumda bilgi ve
tecrlbeleriyle bana rehberlik eden, ilgi ve sefkatleriyle ikinci bir aile sicakligini
yasatan kiymetli hocalarim:

Prof. Dr. Yucel Glngen,

Prof. Dr. Beyhan Demirhan,

Prof. Dr. Blilent Celasun,

Dog¢. Dr. Banu Bilezikgi,

Dog. Dr. Handan Ozdemir,

Yrd. Dog. Dr. Unser Arikan,

Uzm. Dr. Ozlem Ozen,

Uzm. Dr. Nihan Haberal,

Uzm. Dr. Hakan Aydin’ a
Destekleri ile tez calismami kolaylastiran Dog. Dr. Banu Bilezikgi, Uzm. Dr. Ozlem
Ozen ve Prof. Dr. Beyhan Demirhan’ a,
Yardimlari ve guler yuzleri ile, birlikte ¢galismaktan keyif duydugum tim mesai
arkadaglarima ,

Her zaman yanimda olan aileme ve tum dostlarima

TESEKKUR EDERIM.

Dr. Pinar UYAR



iCINDEKILER

IV-

VI-

VII-

Sayfa
GIRISVEAMAG ..o, 1-3
GENEL BILGILER ...........ooooviiieeeeceeeeeeeeeee e, 4 —24
A- Kronik Viral Hepatit ..............ccooeiiiiiiii, 4-14
B-Fibrozis ... 14 - 17
C- Matriks Metalloproteinazlar ve Inhibitérleri ..... 7-24
GEREGC VE YONTEM...........ocoovieeeeeeeeeeeee, 25-28
BULGULAR.......ooi e 29 - 40
TARTISMA ... 41 - 42
OZET ..o 43 — 44



. GIRIS

Kronik hepatitlerde prognoz agisindan fibrozis ve bunu takiben siroz gelisimi
onemlidir. Bu nedenle de fibroproliferatif aktivitenin degerlendirilmesi buylk
onem tasimaktadir. Fibrozisin degerlendiriimesinde karaciger biyopsisi halen
altin standart iken, pek ¢ok arastirmaci bu surecin degerlendiriimesinde
kullanilabilecek invaziv olmayan testler bulma yonunde c¢aligsmalar
yapmaktadirlar .

Karacigerde fibrozis, matriks sentezi ve bag dokusu proteinlerinin yikimi
arasindaki dengenin, ekstraselller matriksin artmasi yonunde bozulmasi
sonucu gelisir. Bircok biyokimyasal ajan, fibroblastik proliferasyonu
gOsteren, potansiyel invaziv olmayan serum / plazma belirleyicileri olarak
ele alinmistir. Bunlarin arasinda matriks metalloproteinazlar (MMP) ve doku
inhibitorlerinin, siroz gelisimi ile yakindan iligkili olabilecekleri 6ne
strilmistir ™. MMP ailesi, ekstraseliiler matriks makromolekdillerini yikan,
birbirleriyle yapisal olarak iligkili enzimlerden olusmaktadir® MMP
aktivitesinin; yara iyilesmesi, ovulasyon, blastokist implantasyonu, kemik
gelisimi ve anjiogenez gibi cesitli fizyolojik olaylarda énemli rol oynadigi
bilinmektedir®. MMP’lerin kontrolli; gen transkripsiyonu, inaktif zimojenlerin
aktivasyonu ve metalloproteinazlarin doku inhibitérleri (tissue inhibitors of
matrix metalloproteinases: TIMP) tarafindan inhibisyonu gibi basamaklar
icermektedir®. MMP ve TIMP arasindaki dengenin bozulmasi, basta beyin
timorleri olmak Uzere pekgok tumoéral olayda invazyon mekanizmasina

katkida bulunabilir'®'®. Bu konuda yapilan cok sayida calisma ile, neoplastik



hidcre invazyonu ve metastaz olaylarinda 6nemli bir role sahip olduklari
saptanmistir’® Bu grup igerisinde jelatinazlar (MMP-2 ve MMP-9), tip IV
kollajeni yikabilme ozellikleri nedeniyle fibrozis gelisim mekanizmasinda
énemlidirler®.

Karaciger hastalarinda periferik kanda MMP ve TIMP’larin dolagimdaki
konsantrasyonlarinin olguldugu, birbirleriyle c¢elisen sonuglar elde edilen
pekcok calisma yapiimistir'™”, ancak dolasimdaki MMP ve TIMP’larin
hicresel kaynagi hakkinda c¢cok az bilgi mevcuttur. Ginlimuzde kronik
hepatit ve sirozlu hastalarin dolagimlarinda c¢esiti MMP ve TIMP
seviyelerinin artmis oldugu kanitlanmis olmakla birlikte, fibrozis derecesi ile
iligkisi tam olarak anlagilamamigtir. Karaciger dokusunda ekspresyonlari ise
¢cok az sayida galismada RT-PCR/ELISA ve in situ hibridizasyon yéntemleri

ile arastirilmis olup'”"®

, ekspresyon paternlerinin ve dolagimdaki MMP ve
TIMP’larin gergcekte karacigerde hangi hucrelerden koken aldigini
gOsterecek kapsamli bir immunhistokimyasal galisma yoktur. Ayrica bazi
MMP’ larin dolagimda olmaksizin dokuda eksprese edildikleri goz onune
alindiginda, matriks metalloproteinaz ve doku inhibitorlerinin ekspresyon

paterninin, kronik hepatitlerde ve sirozda histopatolojik bulgularla korelasyon

gosterebilecegi diistinilmiistir?.



AMAGC

Bu calismanin amaci, kronik viral hepatitli hastalarin karaciger
biyopsilerinde c¢alisilacak olan MMP ve TIMP’in immunhistokimyasal olarak
saptanacak ekspresyon paternlerinin, viral hepatitin grade ve evresi ile
iligkisini arastirmaktir. Bu bulgular i1s1ginda, gelecekte MMP’ ler ve TIMP’
lerin, kronik hepatit tani ve tedavisinde ek bir yontem olarak

kullanilabilirligini ortaya koymaktir.



I- GENEL BILGILER

A. KRONIK VIRAL HEPATIT

Hepatit karacigerin inflamasyonudur. Viral hepatitler genellikle neden olan

virusun tipine gore siniflandirilirlar (Tablo 1), ancak neden bilinmediginde,

klinik parametrelere bakilarak, klinikopatolojik sendromun paternine gore

de siniflandirilabilirler®.

Tablo: 1 insanda hepatotropik hepatit viriisleri
Viriis Tip

Hastalik

Hepatit A (HAV) RNA; hepatoviriis

Hepatit B (HBV) DNA; hepadnoviriis

Hepatit C (HCV) RNA; flavi- ve pestiviriis-
benzeri
Hepatit D (HDV) RNA, defektif viriis

Hepatit E (HEV) = RNA viriis

Digerleri RNA; Flaviviridae

Paramiksovirus

Toga-virls
TT-virls

Parvovirtis B-19

Sporadik/epidemik; Sadece akut.
Fekal oral bulag

Akut / kronik, hepatoseliler
karsinom (HCC). Parenteral
bulas

Akut, siklikla kronik, HCC.
Parenteral bulas

Patojenite igin HBV’ ye ihtiyaci
var. Hepatit B’ yi siddetlendirir
Sporadik/epidemik. Sadece akut.
Fekal-oral bulas

HBV ve HCV ile siklikla birlikte
Agresif hepatitle birliktelik
bildirilmis

Fulminan hepatite dahil edilir
Fulminan  veya transflizyon
sonrasi hepatite dahil edilir
Cocuklarda aplastik anemi ile
birliktelik  gbsteren  fulminan

hepatite dahil edilir



Hepatit virusleri biyolojik iligkilerinden dolay! degil, hepatotropik, yani
baglica etkileri karaciger Uzerine oldugundan birlikte gruplandiriimislardir
(Tablo 1). Sitomegaloviris (CMV) ve Epstein-Barr virus (EBV) de karaciger
lezyonlari olustururlar, ancak bu lezyonlar genellikle sistemik enfeksiyonun
bir pargasidir ve karaciger, etkilenen birkag organ veya sistemden bir
tanesidir®.

Kronik viral hepatit, hepatit B, C ve D virtslerinden en az bir tanesi ile iliskili
biyokimyasal, klinik ve histolojik bulgular paterni olarak tanimlanmaktadir.
Klinik progresyon olasiligi ve oranlari farkhlik gosterse de Ust Uste ortlisen
hasar mekanizmalari vardir ve karacigerin bunlara verdigi cevap
mekanizmalari benzerdir '

Kronik hepatitin klinik tanimi; hepatotropik viral enfeksiyon zemininde, 6 ay
veya daha uzun zamandir klinik semptomlar ve / veya biyokimyasal
anormallikler ile  kendini  gosteren, surekli, inatgi  karaciger
inflamasyonudur?.

Kronik viral hepatitli hastalar asemptomatik olabilecegi gibi semptomatik de
olabilirler. Semptomlar: slrekli veya aralikli halsizlik veya sarilik, hafif sag
ust kadran agrisi veya hassasiyeti, istah kaybi, bulanti, glu¢gsuzlik veya kas
ve eklem agrilaridir. Semptomlar yoksa veya spesifik degilse, hastalar rutin
fizik muayene esnasinda veya bagka bir nedenden dolayi saglik kontrolline
geldiklerinde, tesadifen saptanan biyokimyasal anormallikler sonucunda
kronik viral hepatit olduklari anlasilir. Biyokimyasal anormallikler: serum
aminotransferazlarinda artis ile serum alkalen fosfatazinda orta dereceli bir

artistir®’.



Kronik hepatiti distinduren sendromu olan hastalarda serolojik galisma
yapilarak, olasi bir viral enfeksiyon etkeni arastirilir®®.

Bazi hastalar kontrollerden kagar, o zaman bu hastaligin ge¢ evrelerinde,
gelismekte olan veya gelismis siroz semptomlari kendini gosterir. Bu
semptomlar herhangi bir nedenden dolayi gelismis son donem karaciger
hastaliginin semptomlari gibidir: asiri halsizlik veya sarilik, anoreksi, kilo
kaybi, asit, gastrointestinal kanama ve ensefalopati. Hastalarin kiguk bir
yuzdesinde ekstrahepatik tutulum veya sendromlar olabilir; bobrek,

romatolojik veya kutandz bulgular olabilir®’.

Patolojik bulgular:

Kronik viral hepatit inflamatuvar hticre infiltrasyonu, hepatosit 6limu, atrofi,
rejenerasyon ve fibrozisin karisimi ile karakterizedir. Bu komponentler bir
dereceye kadar akut viral hepatitte de vardir, ancak kronik viral
enfeksiyonda relatif oranlari ve dagilimlari farkhdir. Oran ve dagilim viral
enfeksiyonlar arasinda farkilliklar gosterebilecegi gibi ayni enfeksiyonu

olan ayni hastada zaman icinde de farkliliklar gdsterebilir®°.

Makroskopik gorunum:

Otopside veya tumor icin yapilan parsiyel hepatektomilerde goéraldiugu
kadariyla; kronik viral hepatitte karaciger normal olabilir, fokal alanlarda
fibrozis varsa kesit yluzu kumlu gibi gorinebilir ya da fokal fibréz septa ve
lokal rejenerasyona bagli diffiz veya fokal lobule olabilir. Erken dénemde

karacigerin rengi normal olabilir ¢linkii hastalar nadiren kolestatiktir?®.



Siroz gelistikge diffUz nodularite ve fibroz skarlasma meydana gelir. Klasik
olarak kronik viral hepatite bagl gelisen siroz makronoduler veya karisik
mikro / makronodulerdir. Ancak bazen diffuz mikronoduler de olabilir.
Nodullerin rengi degiskendir. Et kirmizisi, kolestaz varsa koyu yesil, yagli

degisiklik varsa sari olabilir 2.

Isik Mikroskopi Goruintileri: nekroz, fibrozis ve inflamasyon

Kronik hepatitte inflamasyon ve hepatosit 6limi genellikle aktiviteyi
g6stermektedir. inflamatuvar hiicrelerin dagilimi olgudan olguya, hatta ayni
hastanin ardisik biyopsilerinde farkli olabilir. Hemen tim olgularda portal
alanlarda yogun mononiikleer infiltrasyon mevcuttur. inflamasyon portal
alanda sinirliysa, en fazla “limiting plate” de minimal bozulma varsa,
lobulde inflamasyon veya hepatosit 6lumu yoksa, o zaman hepatit inaktiftir.
Bu patern Uluslararasi Calisma Grubu’ nun orijinal siniflandirmasina gore
kronik persistan hepatittir®®. “Limiting plate” ve lobuler hepatositlerde
inflamasyon ve apopitoz belli ise aktif hepatit (kronik aktif hepatit tabiri

artik kullaniimamaktadir) denir®.

Portal inflamasyon:

Hangi nedenle olursa olsun kronik hepatiti tanimlayan lezyon portal
inflamasyondur. Portal alanlarin hepsi veya bir kismi tutulmustur ve akut
viral hepatitten daha yogun bir infiltrat mevcuttur. Portal alanlar normal
veya genislemis olabilir. inflamasyonda CD 4 + helper T—-lenfositler baskin

olup plazma hiicreleri ile karisiktir®®. Bazi makrofajlar, 6lii hepatosit



alanlarindan nekrotik debriyi ortadan kaldirmalarina bagli olarak periyodik
asit-shiff (PAS) pozitif, diastaz rezistan materyal ve demir pigmenti
icerirler®.

Portal inflamasyon siklikla portal fibroz stromayi doldurur ve genigletir. Bu
nedenle, Ozellikle de Hepatit C’' de safra duktuslarinda hasar ve yikim

529 (Resim 5, 7). inflamasyon portal kan damarlarini, 6zellikle de

olabilir
portal ven dallarini etkileyerek, taze veya organize trombuslere neden

olur®°.

“Interface” Hepatit:

Portal alanin mezenkimal stromasi ile karaciger parankiminin birlestigi alan
“interface” bdlge olup bu alandaki inflamasyon ve hepatosit nekrozu siklikla
“interface” hepatit olarak isimlendirilir. Bu lezyonun eski ismi “piece meal”
(giive yenigi) nekrozdur®! (Resim 8, 9, 10).

“interface” hepatit bdlgelerinde mononiikleer infiltrasyon baskin olup
cogunlugu CD 8 + supresor / sitotoksik T hucreleridir. Hepatositler bu
lenfosit, makrofaj ve plazma hiicreleri ile yakin iliski icindedir®*>*.
Hepatositlerin icinde lenfositlerin  bulunmasi “emperipoesis” olarak
tanimlanmistir®. “interface” hepatit alaninda 6li veya olmekte olan
hepatositler de gorulir. Bu hucrelerde apopitozun tipik bulgulari: nukleer
hiperkromazi ve pargalanma, sitoplazmada eozinofili ve pargalanma,

komsu hiicrelerden yuvarlak hiicre yizeyi ile ayriima gériilir®®®,



Lobuler hepatit ve konfluent nekroz

Kronik viral hepatitteki bir diger aktivite formu da hepatik lobullin iginde,
portal alanlardan ve septal skarlardan uzakta gorulur. Boyle lezyonlara
lobuler hepatit denilebilir. Eskiden bu lezyonlara kronik lobuler hepatit
denmekteydi. Bu lezyonlar igin siklikla kullanilan bir diger terim ise “spotty
nekroz” dur (Resim 11). Aktivite olan alanlardaki inflamatuvar infiltrat
“interface” hepatittekiler ile aynidir, ancak bunun skar gelismesinde ve
kronik viral hepatite ilerlemedeki 6nemi bilinmemektedir 2°.

Lobuler hepatitin bazi odaklarinda mononukleer hucreler yoktur. Bu
alanlarda nadir veya cok sayida asidofil cisimcikler, PAS pozitif, diastaz
rezistan materyal iceren makrofajlar veya aseliler debri ve gevsek kollajen
ve retikulin demetleri bulunur. Eger genis alanlar tutulduysa lezyona
konfluent nekroz denir. Eger bu alanlar santral venden santral vene veya
santral venden portal alana uzaniyorsa koprulesme nekrozu terimi
kullanilir. Koprulesme nekrozu, skarlasma ve siroza ilerleme oldugunun en
kotl habercisidir®®®°. Bazi vakalarda bir veya daha fazla lobiilin tamami
harap olmugsa panlobuler veya multilobuler kollaps denir. Bu alanlarda
portal alanlar anormal derecede yakin gorulur, arada sadece nekrotik
debri, makrofajlar, gevsek veya daha matur kollajen ve elastin demetleri ile
dolu bolgeler ile ayrilirlar. Duktular reaksiyon, bazi arastirmacilara gore

hepatik kdk hiicre aktivasyonu da mevcuttur %°.



Fibrozis ve hepatosit rejenerasyonu

Kronik viral hepatit hastalarinin bir kismi fibréz skarlagsma gostermezken
cogunda bir miktar vardir. Artan fibrozis, hastaligin evresinin ilerledigini
gosterir. Skarlasma genellikle portal stromanin genislemesi ile olurken
perivenller ve periselller fibrozis de gorulebilir. Perivenller fibrozis
genellikle konfluent veya koéprilesme nekrozu alanindaki parankimin
retikalin aginin kollapsi ve kondensasyonunu takiben meydana gelir.
Olusan skar ince ve genellikle aselllerdir ve eslik eden yaygin “interface”
hepatit yoktur. Bu septumlar bazen santral venlerle komsu portal alanlari
veya diger hepatik venleri birlestiir ve bu vakalarda koprulesme
nekrozunun iyilesme alanini temsil eder (Resim 12, 13). Bu skarlar surekli
kalirsa, matur kollajen ve artan miktarlarda elastin demetler birikir ve bunlar
orsein veya Victoria mavisi boyalari ile gosterilirler. Elastin demetlerinin
birikimi skarin yasinin ilerledigini gosterir *°.

Portal alanin genislemesi olasilikla daha aktif bir hasarlanma ve tamir
surecinin sonucunda olur. Portal fibrozis veya periportal fibrozis portal
alandaki fibr6z stromanin normal sinirlarini asarak genislemesidir. Fibrozis
bir portal alan ile digerini birlestirir. Bu septumlarda genellikle mononukleer
iltihabi hlcreler mevcuttur. Hepatitin aktivitesine goére fibrozis alanlari
“‘interface” hepatit ile birlesir. Fibrozis genellikle mattrdir, trikrom boyalari
ile koyu boyanir ve tip Il kollajene ek olarak tip | kollajen ve retikulin

demetler de icerir 2. Elastin demetler kolaylikla gdsterilebilir ve bunlar



skarin en az birkag aydir var oldugunu gdsterir. immiinhistokimyasal
yontemle duz kas aktini (SMA) ile ¢ok sayida, aktif stellat hucreleri
gOsterilir, bu hicrelerin skarlagsmadan sorumlu olduklari dustinilmektedir*’.
Fibroz septa olustukgca ve siroza dogru gidis basladikga parankim /
mezenkim sinirinda duktuler reaksiyon baslar. Prolifere olan kanal benzeri
yapllar kollajen V iretir ve skarlasmaya katkida bulunur®?,

Fibroz septumlarin olusumuna ve hastaligin evresinin ilerlemesine paralel
olarak hepatositlerin rejenerasyonu artarak belirginlegir. Rejenerasyon,
karaciger hucre tabakalarinin 2 — 3 hucre genigligince kalinlagsmasiyla
belirginlesir. Hematoksilen — eozin (H&E) veya retikllin icin gimus boyalari
bu degisiklikleri gosterir. Fibrotiklesen portal alanlarin etrafinda komplet

olmayan periportal nodiiler déniisiim fark edilebilir**.

Patogenetik mekanizmalar

Tam hepatotropik viral enfeksiyonlara karsi genel bir hasar ve tamir
mekanizmasi mevcuttur. Hastaligin bazi mekanizmalari viral etkenleri
kapsarken iken bir kismi da konakgi cevabi ile iligkilidir. Viral etkenler ve
konakgi cevabinin karsilikh etkilesimi viral hepatitin gidisatini tayin eder.
Son yillarda antiviral ilaglarin gelismesiyle klinisyenler de hastaligin gidisini
etkilemektedirler®.

Viral etkenler gen UrUnlerini icerirler. Bu gen Urlnleri enfekte veya reaktif
hicre populasyonunun apopitozisine neden olur veya apopitozisini
engeller***°. Hepatotropik viriislerin direk toksisitesinin de kiigiik bir katkisi

vardir. Bu virUsler hucre aracili immuniteyi ve sitokin etkilerini engelleyen



gen driinleri dretirler*®*’. Virlisler mutasyon ile hem humoral hem de hiicre
aracili immiiniteden kagabilirler”®. Konakginin infeksiyonu engelleyecek,
karacigerden virisu temizleyecek veya en azindan viral aktiviteyi inhibe
edecek pek ¢ok yanit mekanizmasi vardir. imminolojik olmayan
yanitlardan biri enfekte hucrenin apopitozisidirzo. immiin cevaplar ise
humoral ve hucre aracili bagisiklik hucrelerinden ve parankimal veya
parankimal olmayan karaciger hucrelerinden agiga ¢ikan sitokinlerdir. Bu

447 immin sistemi

cevaplar virise spesifik veya non spesifik olabilir
diglayarak viral enfeksiyonlar karacigerde kronik olarak devamlhliklarini
surdururler ve karacigerin immun aracili hasarini provake ederler. Bazi
hastalarda bu hasar skarlagsmaya, siroza neden olurken, bazilarinda da
hepatoselller is yukunun artmasiyla hepatoseluler karsinom geligsme riskini

artirir 499,

Fibrogenezisin mekanizmasi:

Karacigerde kollajen birikimi ve skar olusumundan asil sorumlu hucre
hepatik stellat hucresidir. Hepatik stellat hucresini neyin aktive ettigi
bilinmemektedir, bir hipoteze gdre oksidan stres anahtar etkiye sahiptir. in
vitro lipid peroksidasyon urlnleri (malondialdehid gibi) stellat hicre
aktivasyonunu uyarir ve kollajen sentezine tesvik eder®'. liging olarak,
kronik hepatitte hepatosit hasari ve fibr6z septum olusum alanlarinda bu
tarz Griinlerin var oldugu fark edilmistir®. Bir kere aktive olduktan sonra
hepatik stellat hicreleri kollajen sentezi ve birikiminin artisini regule eden

cesitli sitokinlere yanit verir. Bunlarin arasinda transforme edici bluyime



faktori B (TGFB), IL-1 ve IL-4 vardir® ve bunlarin godu, kronik viral
hepatitlerde inflamatuvar yanitta, primer veya sekonder olarak

uretilmektedir®’.

Kronik hepatitte semi-kantitatif skorlama

Skorlama sistemlerinde gelismeler ve uygulamalar

Kronik hepatitlerin calismasinda ilk skorlama sistemi Knodell ve ark.
tarafindan gelistirilmistir®®. Histolojik aktivite indeksi (HAI)’ nin amaci sarllik,
asit ve ensefalopati gibi klinik olaylarin kullanilamayacagdi asemptomatik
hastalarda kronik hepatitin gidigatini takip etmekti. HAIl, 4 komponent
Uzerine kuruluydu: periportal ve koprulesme fibrozisi; intralobuler
dejenerasyon ve fokal nekroz; portal inflamasyon ve fibrozis.

Bu komponentlere verilen skorlar sirasiyla 0-10, 0-4, 0-4 ve 0-4’ tl ve olasi
maksimum toplam 22 idi. Bu sistem, baslica kronik hepatit B ve C’ de
tedavinin degerlendirilmesi, histolojik degisiklikler ile viral ylk, viral genotip
ve karaciger fonksiyon testlerinin korelasyonu igin oldukga yaygin bir
sekilde kullanildi. Pek cok skorlama sistemleri bunu takip etti. Hepatit B’ de
delta viriis enfeksiyonu etkisinin bulunmasiyla®®. HAI' den daha basit bir
sistem kullanildi. Buna gore portal inflamasyon ve “interface” hepatit 0 — 4
arasinda skorlandi, intralobuler inflamasyon ve nekroza da benzer skorlar
tayin edildi. Bu sistem daha sonra modifiye edildi ve genisletilerek fibrozisi
de icine aldi®®. Genisletilmis versiyonu Batts ve Ludwig’ in énerdiklerine

cok benziyordu54. Fransiz arastirmacilardan olusan bir grup (METAVIR



grubu) gozlemciler arasi ve gozlemciler igindeki farkliliklari arastirmak igin
27 maddenin skorlandigi bir sistem kurdular. Bu sistem ile fibrozis ve
sirozun degerlendiriimesinde gozlemciler arasi ve gozlemciler igindeki
farklilik en azdi®®. Ayni grup, kronik hepatit C’ nin aktivitesini gdsteren basit
bir algoritm Onerdiler, bu da guve yenigi nekroz (“interface” hepatit) ve
lobuler aktivite (izerine kuruluydu®.

Nekroinflamatuvar sirecin siddetini ve yapisal degisiklikleri birlikte icine
alan kapsamli histolojik aktivite indeksinin kullanimi 1994’ te uluslararasi
calisma grubu tarafindan énlendi®®. Gradelemenin (hepatoseliiler hasar ve
inflamasyonun degerlendirmesi) evrelemeden (fibrozisin yayginli§i, yapisal
bozulma ve siroz) ayrilmasi Onerildi. Bu, 6nceki ve sonraki skorlama
sistemleri ile ayni cizgideydi ve Ishak ve ark. tarafindan 1995 yilinda

Knodell sisteminin modifiye haliyle birlestirildi®®. Tablo 4 ve 5.

B. FIBROZiS

Hucre Olumu herhangi bir karaciger hasari formunda olabilir ve sirozu
tanimlamaz. Sirozdaki asil patogenik sureg¢ progresif fibrozistir. Normal
karacigerde interstisyel kollajenler (tip | ve Ill) portal alanlarda ve santral
venlerin ¢evresinde konsantre olurlar, arada Disse araliginda da demetler
olur. Disse arahginda ince teller halinde kollajen tip IV (retikilin) de
bulunur. Sirozda yaygin tip | ve tip lll kollajen sadece portal alanlari degil,
lobulleri de doseyerek, ince veya genis septal alanlar olusturur. Sintzoidler

bazal membrani olan kapillerlere donusurler, bdylece tam hepatosit



volimunu korumak igin kan-hepatosit ¢ozelti degis tokusu zaylflar57. Ana
olay perisinuzoidal (hepatik) stellat hucrelerini, ekstraselluler matriks

birikimini ve parankimal mikrovaskuler degisiklikleri icermektedir®®.

Perisinuizoidal (hepatik) stellat hiicreler

Normal karacigerde matriks, hepatositler, perisintzoidal stellat hicreler ve
sinlizoidal endotel hiicreleri tarafindan iretilebilir®®. Sirozdaki yaygin
kollajenin  major kaynagi  perisinuzoidal stellat hucreler gibi
gorinmektedir®®. Bunlar Disse aralifinda ve bazen hepatositler arasinda
perisiniizoidal alanda dinlenmede bulunurlar®®. Normalde A vitamini ve yag
depolayan hucrelerdir. Siroz gelisiminde aktive olurlar, retinil ester
depolarini kaybederler ve myofibroblast benzeri hicrelere donusurler ve
immiinohistokimyasal olarak SMA pozitiftirler®®. Aktive Kupffer hiicreleri ve
diger inflamatuvar hudcreler tarafindan sekrete edilen sitokinler, stellat
hicreleri bolinmeleri ve fazla miktarda ekstraseluler matriks salgilamalari

icin uyarirlar®®®

. Stellat hucrelerinin aktivasyonu, siddetli hepatoselller
nekroz ve inflamasyon alanlarinda en fazladir®.

Normal karacigerde hepatik stellat hucreler, hepatositler ve sinuzoidal
endotel hucreleri tip | ve tip IV kollajen sentezleme yetenegine sahiptirler.
Tip Il kollajen ve fibronektin de bu hucrelerce saglanabilirS& Anormal

derecede ekstraseluler matriks birikimi olmasi tamamiyla hepatik olmayan

hucrelerden, ozellikle stellat hicrelerden kaynaklanmaktadir. Kollajen 1, I,



IV ve laminin i¢in haberci RNA sentezinde belirgin artis olur, kollajen

olusumu icin hepatositlerde herhangi bir artis olmaz 2%,

Ekstraseluler Matriks
Karacigerin ekstraseluler matriksinde kollajenler, proteoglikanlar ve

glikoproteinler bulunmaktadir (Tablo 2). Sirozda bunlar ¢ok artarlar®®.

Tablo 2 : Ekstraseliiler matriks komponentleri (Martinez, Hernandez & Amenta)®®

Komponent Normal Dagilhm

Kollajenler
Tip | Portal alan matriksi, hepatik venler, hepatik kordonlar
Tip I Portal alan matriksi, Disse araligi
Tip IV Portal alan bazal membrani, Disse araligi
TipV Portal alan matriksi, Disse araligi
Tip VI Portal alan matriksi, Disse araligi

Glikoproteinler

Laminin Portal alan bazal membrani, Disse araligi
Fibronektin Portal alan matriksi, Disse araligi
Entaktin (nidojen) Portal alan bazal membranlari
Elastin Portal alan matriksi

Proteoglikanlar

Heparan siilfat Portal alan bazal membranlari

Fibrogenezin regiilasyonu

Kollajenin sentezi ve birikimi igin uyarilar ¢esitli kaynaklardan gelebilir.



0 Kronik inflamasyon, inflamatuvar sitokinlerin Uretimine neden
olur: Tumor nekroz faktori a (TNFa) ve B (TNFp), interlokin-1 (IL-1),
TGFp ve trombosit kokenli buylime faktora (PDGF)

o Hasarli endojen hucrelerden sitokin Uretimi (Kupffer hucreleri,
endotel hicreleri, hepatositler ve safra duktus epitel hicreleri)

0 Ekstraseluler matriksin bozulmasi

o Toksinlerle stellat hiicrelerinin direk uyarimi®’.

Gozunur medyatorler
Ekstraselller matriksteki degisiklikler, stellat hucreleri ve Kupffer hicreleri

tarafindan Uretilen proteinazlarca baslatilir?®.

C. MATRIKS METALLOPROTEINAZLAR VE
INHIBITORLERI

Fibroziste ve sirozda anahtar olay matriksin belirgin artigidir. Matriksin
yikimi daha az ¢alisiimistir, aslinda stellat hucreleri aktive eden anahtar
olay matriksin yikimi olabilir®®.

Genelde matriksi ekstraselller olarak yikan metalloproteinazlar, intraseltler
olarak yikan ise lizozomal katepsinlerdir. Tum vucutta matriksin yeniden
yapilandiriimasinda metalloproteinazlarin 6nemli oldugu goérilmektedir,
karacigerde de anahtar rolii vardir®®. Bu proteinazlar alt gruplara ayrilir:

kollajenazlar, jelatinazlar ve stromelizinler. Kollajenazlar tip | ve tip Il

fibriler kollajenleri, jelatinazlar tip IV, tip V kollajen ve elastini, stromelizinler



ise proteoglikanlar, glikoproteinler, jelatin, laminin ve fibronektin ile tip IV ve
V kollajeni de igceren protein substratlarini ylkarlar58 (Tablo 3). Son olarak
da membran tipi MMP’ ler (MT-MMP) tanimlanmistir ve 4 alt grubu vardir
(MT1-MMP — MT4-MMP). MT-MMP’ lerin transmembran bir alanlari vardir
ve hlcre yuzeyinde, aktif MT-MMP, projelatinaz-A ve TIMP-2' yi igeren U¢lu
kompleks halinde proteoliz yaparlar®.

Tum enzimler birbirleriyle siki iligki icindedirler ve primer yapilarinda ¢ok
sayida, iyi korunmus alanlari vardir®®. Bu alanlardan bir tanesi, enzim
aktivasyonunda onemi olan molekulin propeptid kismindaki ardigik 80
amino asit dizisidir. Digeri, ¢cinko baglayan katalitik alandir. Ek olarak o6zel
metalloproteinazlarin kendilerine 6zel alanlari vardir. Ornegin 72kD tip IV
kollajenaz / jelatinazin fibronektin benzeri jelatin baglayan alani

mevcuttur®®.

Tablo 3 : Matriks metalloproteinazlar (Friedman ve ark.®)

Enzim MMP no  Molekdiler agirlik Spesifik substrat
Pro-enzim  Aktif

interstisyel kollajenaz  MMP-1 57, 52 47,42  Kollajentip lll > 1> 11

Notrofil kollajenaz MMP-8 72,57 70,50 Kollajentip | > 11> lll

72 kD jelatinaz / tip IV MMP-2 72 66 Kollajen tip IV, V?, VII, X, jelatin

kollajenaz

92 kD jelatinaz / tip IV MMP-9 92 84 Kollajen tip IV, V, jelatin

kollajenaz

Stromelizin-1 MMP-3 60, 57 45,28 Kollajen tip I, IV, V, laminin,
proteogilkan, fibronektin, jelatin

Stromelizin-2 MMP-10 53 47,28 Kollajen tip Il, IV, V, fibronektin,
jelatin

Stromelizin-3 Yok - - Bilinmiyor

PUMP-1 MMP-7 28 21,19 Kollajen tip v, laminin,

fibronektin, jelatin




interstisyel kollajenaz

Pek ¢ok hucrede bulunur: fibroblastlar, duz kas hucreleri, mononukleer
fagositler ve kapiller endotel hucreleri. Pre-proenzim olarak sentezlenir,
daha sonra proteinazlar tarafindan aktive edilir. Aktive olan enzim tip |
kollajeni Gly-lle ve Gly-Leu baglarindan pargalar. Tip Il kollajeni de
pargalar ancak tip IV bazal membran kollajenine etkisi yoktur®®.

interstisyel kollajenaz karacigerde de bulunur, ancak seliiler orijini
bilinmemektedir. ilk ¢alismalara gére Kupffer hiicrelerinden kaynaklandigi
gosterilmistir’®, ancak sonradan Kupffer hiicrelerinin diger karaciger
sinlzoidal hucreleri ile karisik oldugu gosterilmistir. Periferal kan
monositlerinde de bu enzimin bulunmasi Kupffer hicrelerinin de bu enzimi
Urettigini desteklemektedir®®. Dinlenmekte olan stellat hiicre interstisyel
kollajenaz Uretmez, ancak doku kulturinde insan karacigerinden
hazirlanan ve IL-1 veya TNFa agida ¢ikaran fibroblastlar bu enzim igin
haberci RNA retirler®®.

interstisyel kollajenaza ¢ok benzeyen bir nétrofil kollajenaz da mevcuttur.
Tip | ve tip Il kollajene ilgisi daha fazladir’®®. Nétrofillerin aktivasyonunu
takiben sitoplazmik grantllerinde belirirler. Notrofillerin - aktif oldugu

karaciger hastaliklari ( alkolik hepatit gibi) ile ilgili olabilirler®®.

Tip IV kollajenaz / jelatinazlar
Bu kategoride iki ana proteinaz mevcuttur. Biri 92kD, digeri 72kD

bayukluktedir. Buylk olan 92 kD tip IV kollajenaz / jelatinaz esas olarak



%864 isminden de

makrofajlar ve notrofiller tarafindan sentezlenir
anlasilacagi gibi jelatin ve kollajen IV ve V' i pargalar, interstisyel fibriler
kollajenleri pargalamaz. Bu enzim Kupffer hucrelerinde saptanmis olup
aktivte olduklarinda serbestlesir’®. 72 kD kollajenaz / jelatinaz tumor
hucreleri, fibroblastlar ve osteoblastlar tarafindan, daha az oranda ise
mononkleer fagositler tarafindan sentezlenir ve serbestlestirilir. Aktive
enzim jelatini, kollajen IV ve V'’ i yikima ugratir, fibriler kollajeni parcalamaz
Bu acidan 92 kD proteinaza benzer®®.

Tip IV kollajenin bolunmesi interstisyel kollajenaz gibi bir molekulun
pepsine direncli pargasi tarafindan saglanir. Gly-Leu ve Gly-lle baglarini
pargalar®®. Tip | ve tip Ill fibriler kollajenlere tip IV kollajenazin etkisinin
olmayisi muhtemelen fibriler kollajenin tersiyer yapisindan dolayi bu
baglara ulasamayisindandir. Karacigerde stellat hicreler bu enzimi Uretir
ve serbestlegtirirler. Doku kultirindeki stellat hdcrelerin bu enzim igin

haberci RNA igerdikleri goOsterilmistir Bu enzim immunohistokimyasal

olarak da bu hiicrelerde gdsterilmistir>®.

Stromelizinler
Degisik dokularda 3 stromelizin (1, 2, 3) ve siki iliskili metalloproteinaz,
PUMP-1 tanimlanmistir. Bu enzimlerin genig, matriks yikim aktivitesi

vardir, ancak hicbiri karacigerde net olarak tanimlanmamistir®®.

Metalloproteinaz Regillasyonu



Matriks metalloproteinazlarin biyosentezi ve aktiviteleri ekstraseluler
bogsluktaki matriks proteinlerinin yikimini kontrol altina almak igin siki bir
sekilde duzenlenir (Tablo 4). Bu, morfogenez, organogenez, doku
rejenerasyonu ve tamiri veya yara iyilesmesi gibi fizyolojik sureglerin
dizenlenmesinde onemlidir. Aksine, metalloproteinazlarin  kontroll
bozulursa neoplazi / metastaz, bag doku yikimi ve fibrozis gibi patolojik
surecler ortaya cikar. Prometalloproteinaz biyosentezi gen transkripsiyonu
evresinde, ekstraselller aktivite ise, salgilanan proenzimlerin aktivasyonu
veya aktif formlarin spesifik inhibisyonu ile diizenlenir®.

Metalloproteinaz genlerinin ekspresyonunun duzenlenmesinde, bir kismi
diger aile Uyeleriyle otak, bir kismi ise bazi metalloproteinazlara 6zel bir
cok degisik faktor gorev alir. Ozellikle blyime faktoérleri, sitokinler ve
retinoidler énemlidir. Bunlardan, karaciger fibrozisinin patogenezinde de
onemi olan TGFB+ ve retinoidlerin matriks metalloproteinazlar Gzerinde de
derin etkileri vardir. TGFB+ in metalloproteinaz aliesinin degisik Gyelerine
etkileri farkhdir; 72 kDa tip IV kollajenaz ekspresyonunu artirirken,
stromelizin ve interstisyel kollajenaz ekspresyonunu azaltir. Retinoik asit de
interstisyel kollajenaz ekspresyonunu inhibe eder. TGFB+’ in ve retinoidlerin
metalloproteinaz inhibitorleri Uzerine de belirign uyarici etkileri vardir.
Karacigerdeki tum etkilerine bakildiginda fibriler interstisyel matriksin

yikimini engellerler ve karaciger fibrozisinin ilerlemesine énciiliik ederler®®.



Tablo 4: Metalloproteinazlar ve inhibitérlerinin ekspresyonunu dizenleyen

faktorler®.
Metalloproteinazlar Metalloproteinaz
inhibitorleri

TGFB, interstisyel kollajenaz TIMP-1 T, TIMP-2 {
Stromelizin
72 kDa tip IV kollajenaz

Retinoik asit interstisyel kollajenaz TIMP-1 T,

IL-1, TNF-a, PDGF | interstisyel kollajenaz T -

EGF, b-FGF interstisyel kollajenaz T TIMP-1 T,

Metalloproteinaz inhibitorleri

Dokuya 6zel TIMPler ve ay,-makroglobulin gibi genel proteinaz inhibitorleri
tanimlanmistir®®. TIMP ailesinin en az 4 Uyesi vardir: TIMP-1, -2, -3 ve -4.
Hepsinin aktif MMP’ lere yuksek afinitesi mevcut olup, kovalan olmayan ve
geri déniisiimsiiz kompleksler olustururlar®”. TIMP-1 ve -2 ¢dziinebilir
inhibitorler iken, TIMP-3 ekstraselller matrikse (ECM) baglanan ve
erimeyen bir inhibitdrdiir®’. Proteolitik hasardan sonra ECM yeniden
yapillanmaya baslar. MMP’ lerin daha fazla is yapmasini engellemek igin
buna TIMP’ lerde artis da eslik eder®’.

TIMP-1 28 kD’ luk bir glikoprotein olup fibroblastlari da iceren pek ¢ok
hicre tarafindan salgilanir. Aktif metalloproteinazlarin tim tiplerine geri
doénlsumslz olarak baglanir. Stellat hlcrelerin TIMP-1 geni eksprese
ettikleri, immunreaktif protein sentezledikleri ve kultirde slUpernatana

TIMP-1 aktivitesi olan bir protein serbestlestirdikleri gdsterilmistir®®©®.



Metalloproteinazlarin gen ekspresyonunu dizenleyen buyume faktorleri ve
sitokinlerin aynilari tarafindan gen ekspresyonlari diizenlenir®®.

TIMP-2 daha kuguk, 21 kD protein olup TIMP-1’ e benzer 6zellikler tasir.
Karacigerde bugiinkii roliiniin ne oldugu bilinmemektedir®®.
ag-makroglobulin  yiksek molekuler agirhkh (725 kD) plazma
glikoproteinidir.  interstisyel kollajenaz ve stromelizinin ikisini de
baglayabilir’®. Asil olarak hepatositlerden sentezlenirler, ancak stellat
hicreler de bu proteinaz inhibitort igin haberci RNA igerir ve bu molekali

sentezlerler®.

Metalloproteinazlar, inhibitorleri ve karaciger fibrozisi

Karaciger matriksinin Uretimi ve korunmasinda, perisinizoidal stellat
hicrelerin basrolde oldugu, metalloprotinazlar ve inhibitorlerinin etkiledigi,
kompleks karsilikli etkilesim vardir. Karacigerde asiri matriks Uretim
nedenleri arasinda; perisinizoidal stellat hdcrelerden artmis interstisyel
kollajen  yapimi,  metalloproteinazlarin  azalmis  aktivitesi  veya
metalloproteinaz inhibitorlerinin artisi vardir. Metalloproteinazlar, 6zellikle
tip IV kollajenaz, normal karaciger matriksini bozarak, stellat hucre
aktivasyonu ve matriks retimi igin mikro-ortam yaratabilir®.

Karaciger fibrozisinde interstisyel kollajenaz aktivitesi artar. CCl, ile tedavi
edilmig ratlarin fibrotik karacigerlerinin tip | kollajeni normal karacigere goére
daha kolayca yiktiklari gorilmistir®® (Resim 1, 2). Bu aktivite erken ve
genis lezyonlarda daha fazla iken, siroza ilerlemis vakalarda azalir. Bu

artmig aktivite fibrozisi engellemek igin yeterli degildir. Total karaciger



kollajen igerigine gore total interstisyel kollajenaz akitivitesi azalir®®. Normal
veya hastalikli karacigerde interstisyel kollajenaz doku inhibitorleri
hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Tum bu faktorlerin karsilikli etkilegiminin
anlagilmasiyla  kronik  karaciger  hastaliginin  siroza ilerlemesi

yavaslatilabilir, hatta durdurulabilir®®.
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Bu calismaya, 1994-2004 vyillari arasinda Baskent Universitesi
hastanesinde, kronik viral hepatit tanisi almig 67 hasta dahil edildi.

Histolojik olarak kronik hepatit B ile uyumlu 27 hasta, kronik hepatit C ile
uyumlu 40 hasta ve karaciger transplantasyon vericilerine ait 5 adet normal

karaciger dokusu c¢alismaya alindi. Tani aldiklari zaman hastalarin
ortalama yasi 44,39 (12 — 73 yas) olup, erkek / kadin orani 1,8 idi.

Calismaya dahil edilen biyopsi materyalleri %10 luk formalin solusyonunda
fikse edilmis olup, takip isleminden sonra parafin bloklara gomuldid. Tum
olgularin 3 p kalinhginda, hematoksilen-eozin (H&E), Masson Trikrom,

retikllin ve PAS boyali kesitleri mevcuttur. Kesitler, Modifiye Knodell’e gore



grade’lendirme ve evrelendirme yapilarak yeniden degerlendirildi ve
histopatolojik tanilari verildi. (Tablo 5, 6)

Karaciger igne biyopsisi igeren bloklardan hazirlanan kesitler deparafinize
ve rehidrate edildikten sonra, MMP-2 (Ab-3, monoclonal mouse, clone: 42-
5D11, Oncogene), MMP-9 (Ab-3, monoclonal mouse, clone: 56-2A4,
Oncogene), TIMP-1 (Ab-2, monoclonal mouse, clone: 147-6D11,
Oncogene) ve TIMP-2 (Ab-2, monoclonal mouse, clone: 67-4H11,
Oncogene)’ e karsi monoklonal antikorlar ile standart avidin — biotin
kompleks yontemi kullanilarak immunohistokimyasal boyama yapildi.
Ekspresyon yogunlugu ve yayginli§i semikantitatif olarak degerlendirildi.
Skorlama 4 grupta siniflandirildi:

0: ekspreyon yok; 1: dusuk ekspresyon; 2: orta ekspresyon; 3: yuksek
ekspresyon.

MMP ile TIMP varhgi ve yogunlugu ile hastaligin evresi arasindaki iligki

istatistiksel olarak arastirildi.

Istatiksel Analiz:

Verilerin istatistiksel analizleri SPSS 11.0 paket programi ile yapildi. Mann
Whitney-U testi kullanilarak birgok parametre karsilastirildi. Ortalama

deger, standart deviasyon (SD) ve p degerleri hesaplandi.

Analizler sonucunda P<0,05 olan degerler anlamli kabul edildi.



Tablo 5 : Kompleks gradeleme sistemi (Ishak ve ark.dan sonra®).

A- Periportal veya periseptal “interface” hepatit (giive yenigi nekrozu)

Yok 0

Hafif (fokal, birkac portal alan) 1
Hafif / orta (fokal, portal alanlarin gogu) 2
Orta ( Septumlarin ve portal alanlarin <50 %’ de devamli) 3
Siddetli (Septumlarin ve portal alanlarin >50 %’ de devamli) 4
B- Konfluent nekroz

Yok 0
Fokal 1
Bazi alanlarda zon 3 nekroz 2
Cogdu alanda zon 3 nekroz 3
Zon 3 nekroz + arada portal-santral (PS) képrilesme 4
Zon 3 nekroz + bir¢cok PS koprilesme 5
Panasiner veya multiasiner nekroz 6

C- Fokal (spotty) litik nekroz, apopitoz ve fokal inflamasyon
Yok 0




X 10 objektifte < 1 odak

X 10 objektifte 2 - 4 odak
X 10 objektifte 5 - 10 odak
X 10 objektifte >10 odak
D- Portal inflamasyon
Yok

Hafif, portal alanlarin bazisinda veya timinde

A ODN

o

Orta, portal alanlarin bazisinda veya timinde 2
Orta / belirgin, tim portal alanlarda 3

Belirgin, tim portal alanlarda 4

Maksimum olasi toplam skor 18

Tablo 6 : Evreleme sistemi (Ishak ve ark.dan sonra®)

Degisiklik Skor

Fibrozis yok 0
Bazi portal alanlarda kisa septali veya septasiz fibréz genisleme 1
Portal alanlarin cogunda, kisa septall veya septasiz fibroz genisleme 2

Portal alanlarin gogunda fibréz genisleme, arada porto portal (P-P) kdprilesme 3

Portal alanlarda fibréz genisleme ile birlikte belirgin P-P ve P-S koprilesme 4
Belirgin kdprulesme (P-P ve/veya P/C) ile arada noduller (inkomplet siroz) 5
Siroz, olasi veya kesin 6

Maksimum olasi skor 6




IV- BULGULAR

Calismamizdaki normal karacigerlerde MMP-2 ve MMP-9 sinuzoidal
hdcreler tarafindan eksprese ediliyordu. Kapiller endotel hucreleri ve portal
alandaki safra duktus hucreleri de her iki antikorla zayif boyandilar.

TIMP-2 ile kapiller endotel hucrelerinde ve safra duktus hucrelerinde zayif
boyanma saptandi, ancak normal karacigerde TIMP-1 ile boyanma
gorilmedi. Normal karacigerde hepatositlerde antikorlarin higbiri ile

boyanma saptanmadi.



Viral hepatitte, etyolojide HBV veya HCV’ den bagimsiz olarak, MMP-9
vakalarin 3%’ Unde, hepatositlerde boyanirken, MMP-2, vakalarin 43%’
unde hepatositlerde ve bazi igsi hucrelerde boyandi.

TIMP-1 ve TIMP-2 ile hepatositlerde, sinlzoidal hucrelerde ve igsi
hicrelerde sirasiyla 12 % ve 21 % oraninda boyanma izlendi. Sadece
TIMP-1 ekspresyonu MMP-2 ekspresyonu ile koreleydi (p=0.01). Diger
yandan ne MMP-2 ve MMP-9, ne de TIMP-1 ve TIMP-2 ekspresyonlari

inflamasyonun yayginhidi ve fibrozis ile korelasyon gdstermedi.

Yas, cinsiyet, bobrek yetmezligi gibi parametrelerden higbiri MMP ve TIMP
ekspresyonlari ile istatiksel olarak birliktelik gostermedi.

Sonuglar Tablo 7 ve 8' de 6zetlenmistir.

Tablo 7: Hastalara ait klinik ve histopatolojik bulgular

Aktivite Fibrozis

Vaka Yas Cinsiyet KBY Kilinik siddeti  skor MMP-2 MMP-9 TIMP-1  TIMP-2
1 61 K 0 HCV  hafif 1 2 0 1 1
2 20 K 0 HBV minimal 0 2 1 1 0
3 22 E y HCV  minimal 1 1 0 0 1
4 34 E y HCV  minimal 0 2 0 0 1
5 52 E 0 HBV hafif 0 2 0 0 0
6 46 E y HBV  minimal 0 0 0 0 0
7 28 E HBV minimal 3 0 0 0 0
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Resim 3: Hepatit B’ de bazi hepatositlerin sitoplazmasinda buzlu cam
goriuniimii (x400 H&E)

Resim 4: Hepatit B yiizey antijenine karsi antikor kullanarak immiinohistokimyasal

boyamada bazi hepatositlerin sitoplazmalarinda HBsAg ekspresyonu goriliiyor.
(Immiinperoksidaz, X 200)



Resim 6: Hepatit C’ de karaciger parankiminde makro-mikrovezikiiler



yagh degisim (H&E X200)

Resim 7: Portal alani genisleten Resim 8: Portal alani genisleten ve
mononiikleer inflamasyon, (H&E x400) “limiting plate’ i agan inflamasyon,
“interface” hepatit (H&E X400)

Resim 9: “interface” hepatit (H&E x400) Resim 10: “interface” hepatit (Masson
trikrom x200)



Resim 12: Hepatit C’ de koprilesme fibrozisi (H&E x40)



Resim 13: Hepatit B’ de koprilesme fibrozisi
(Masson trikrom, x200)



Resim 14: Normal karacigerde Resim 15: Kronik viral B hepatitte
MMP-2 ekspresyonu MMP-2 ekspresyonu
(immidnperoksidaz x 200) (immadnperoksidaz x 100)

Resim 16: Kronik viral B hepatitte
MMP-9 ekspresyonu
(immunperoksidaz x 100)



Resim 17: Normal karacigerde Resim 18: Kronik viral B hepatitte
TIMP-1 ekspresyonu TIMP-1 ekspresyonu
(imminperoksidaz x 200) (immdnperoksidaz x 100)

Resim 19: TIMP-2 ekspresyonu
(immunperoksidaz x 200)



Tablo 8: Hastalarin klinik ve histopatolojik bulgularinin oranlari

MMP-2 MMP-9 TIMP-1 TIMP-2
Yas
<50 19 (42,2%) |2 (4,4%) 5(11,1%) |7 (15,5%)
>50 9(40,9%) |0 3(13,6%) |7 (31,8%)
Cinsiyet
F 9 (37,5%) |1(4,2%) 5(20,8%) |6 (25%)
M 19 (44,2%) |1 (2,3%) 3 (7%) 8 (18,3%)
Kronik bobrek yetmezligi
+ 11 (52,4%) |0 4 (19%) 5 (23,8%)
- 17 (37%) |2 (4,3%) 4 (8,7%) 9 (19,6%)
Etyoloji
HBV 10 (37%) |2 (7,4) 2 (7,4%) 3(11,1%)
HCV 18 (45%) |0 6 (15%) 11 (27,5%)
Nekroinflamatuvar skor
Minimal 10 (33,3%) |1 (3,3%) 6 (20%) 6 (20%)
Mild 9(42,8%) |1(4,7%) 1(4,7%) 6 (28,5%)
Moderate 7 (50%) 0 1(7,1%) 2 (14,2%)
Severe 2 (100%) 0 0 0
Evreleme
0 4 (33,3%) |1(8,3%) 1(8,3%) 3 (25%)
1 16 (66,6%) |1 (41%) 6 (25%) 7 (29,1%)
2 1(16,6%) |0 0 2 (33,3%)
3 6 (46,1%) |0 1(7,6%) 2 (15,3%)
4 0 0 0 0
5 1(100%) |0 0 0




V- TARTISMA

Kronik hepatitli hastalarda fibroproliferasyon belirteci olarak birgok
biyokimyasal parametre kullaniimistir. Bunlarin iginden MMP ve TIMP’lerin,
kronik viral hepatitli hastalarda inflamatuvar aktivite ve siroz gelisimi ile
korele oldugu birgcok arastirmaci grup tarafindan gdsterilmistir.
Lichtinghagen ve arkadaslari, 2000 yilinda yayinlanan bir ¢alismalarinda
kronik hepatit C’ de hastaligin ilerlemesiyle proMMP2, TIMP1 ve TIMP2
konsantrasyonularinin arttigini ve MMP9 konsantrasyonunun azaldigini
bildirmislerdir’. Benzer sekilde Murawaki ve arkadaslari saglikli kontrol
grubu ile kronik hepatit C’ nin son evreleri kargilasgtirildiginda TIMP1’ in
giderek yukseldigini bulmuslardir’. Baska bir calismalarinda kronik viral
karaciger hastaliginin tanisinda serum MMP2 duzeyinin o6lgulmesinin
yararl bir test olabilecegini belirtmislerdir®. Walsh ve arkadaslari kronik
hepatit C' de serumda MMP-2 ve TIMP-1 konsantrasyonlarinin arttigini
bildirmigler, ancak MMP-2 konsantrasyonu ile histoloji arasinda korelasyon
bulamamislardir®. Takahara ve arkadaslari kronik hepatitlerde ve karaciger
sirozunda immunohistokimyasal yéntemle MMP-2 ve MT1-MMP
ekspresyonunu incelemigler ve  MMP-2 ile MT1-MMP’ nin sinuzoidal
hicrelerde, fibroblastlarda, kapiller endotel hucrelerinde, lenfositlerde ve
safra duktus hiicrelerinde eksprese oldugunu gdérmislerdir'®. Baska bir
calismada Yata ve arkadaslari hepatik fibroziste immunohistokimyasal

yontemle, TIMP-1’ in ekspresyonunun arttigini bulmuslardir'®. Ancak her iki



calismada da kronik hepatitli olgu sayisi ¢ok azdi. Reif ve arkadaslari
serum MMP’ lerinden oOzellikle MMP-9 un kronik HCV’ |i hastalarda
fibrozisin evresinden ziyade hastaligin aktivitesini gosterebilecegini
bildirmislerdir®.

Bizim calismamizda, viral hepatitte hepatositlerin MMP ve TIMP’ leri bir
Olclye kadar eksprese ettiklerin gorduk. Normal karacigerde TIMP1
ekspresyonu gorilmezken, kronik virall hepatitte, HBV veya HCV’ den
bagimsiz olarak vakalarin 12%’ sinde TIMP-1 ekspresyonu oldugunu
gorduk. Ek olarak vakalarin ¢ok azinda (3%) MMP-9 ile hepatositlerde
sitoplazmik pozitiflik vardi. Hepatositlerde MMP-2, TIMP-1 ve TIMP-2’ nin
ekspresyonu daha belirgindi. inflamasyonun ve fibrozisin yayginigi ile
MMP ve TIMP’ lerin ekspresyon paternleri arasinda korelasyon mevcut
degildi.

MMP ve TIMP’ lerin serum duzeylerinin kronik hepatit gelisimi ile korele
oldugu bircok arastirmaci tarafindan gosteriimis olsa da, bizim
bulgularimiza gore viral hepatitlerde MMP-2, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2
ekspresyon paternleri serum konsantrasyonundaki degisiklikleri agiklamaz
ve hastaligin ilerledigini gostermez. Bu nedenle dolasimdaki seviyelerinin

karacigere spesifik oldugu hala anlagiimamistir.



VI- OZET

Kronik hepatitte prognozu belirleyen sey fibrozisin ilerlemesidir. Ancak
fibroproliferatif aktiviteyi degerlendirmek zordur ve bunun igin gelistiriimis,
invaziv olmayan test veya belirtecler henuz yoktur.

Bu c¢alismada; kronik viral hepatitli hastalarin karaciger biyopsilerinde,
matriks metalloproteinaz ve doku inhibitorlerinin immunhistokimyasal
olarak ekspresyon paternini saptayarak, viral hepatitin grade ve evresi ile
iligkisini arastirmayi1 amacladik.

Calismaya histopatolojik olarak kronik hepatit B ile uyumlu 27 hastanin,
hepatit C ile uyumlu 40 hastanin karaciger biyopsileri ile karaciger
transplantasyon vericilerine ait 5 adet normal karaciger biyopsileri dahil
edilmistir.

Kesitler, Modifiye Knodell’e gore grade’lendirme ve evrelendirme yapilarak
yeniden degerlendirildi ve histopatolojik tanilari verildi.

Karaciger igne biyopsisi iceren bloklardan hazirlanan kesitlere, MMP-2 (Ab-
3, monoclonal mouse, clone: 42-5D11, Oncogene), MMP-9 (Ab-3,
monoclonal mouse, clone: 56-2A4, Oncogene), TIMP-1 (Ab-2, monoclonal
mouse, clone: 147-6D11, Oncogene) ve TIMP-2 (Ab-2, monoclonal
mouse, clone: 67-4H11, Oncogene) e karsi monoklonal antikorlar ile

standart avidin - biotin kompleks yontemi kullanilarak



immunohistokimyasal boyama yapildi. Ekspresyon yogunlugu ve yayginhgi
semikantitatif olarak degerlendirildi. Skorlama 4 grupta siniflandirildi:

0: ekspreyon yok; 1: dusuk ekspresyon; 2: orta ekspresyon; 3: yuksek
ekspresyon.

MMP ile TIMP varligr ve yogunlugu ile hastaligin evresi arasindaki iligki

istatistiksel olarak arastirildi.

Buna gore sadece TIMP-1 ekspresyonu MMP-2 ekspresyonu ile koreleydi
(p=0.01). Diger yandan ne MMP-2 ve MMP-9, ne de TIMP-1 ve TIMP-2
ekspresyonlari inflamasyonun vyayginhgi ve fibrozis ile korelasyon
gOstermedi.

Yas, cinsiyet, bobrek yetmezligi gibi parametrelerden higbiri MMP ve TIMP

ekspresyonlari ile istatiksel olarak birliktelik gostermedi.

MMP ve TIMP’ lerin serum duzeylerinin kronik hepatit gelisimi ile korele
oldugu bircok arastirmaci tarafindan gosteriimis olsa da, bizim
bulgularimiza gore viral hepatitlerde MMP-2, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2
ekspresyon paternleri serum konsantrasyonundaki degisiklikleri agiklamaz
ve hastaligin ilerledigini gostermez. Bu nedenle dolasimdaki seviyelerinin

karacigere spesifik oldugu hala anlagiimamistir.
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