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GIRIS VE AMAC

Hepatit B infeksiyonu halen, llkemizde ve tim diinyada, kronik hepatit,
fulminan hepatit, karaciger sirozu ve hepatoseliiler karsinoma yol acarak, gerek
morbidite ve mortalite, gerekse ekonomik yénden 6nemli bir toplumsal sorun ve
saglik problemi olmaya devam etmektedir.

Hepatit B virisiinin genomik yapisi, fonksiyonu ve replikasyonu ile iligkili
6nemli bilgi birikimine ragmen, Hepatit B viristiniin (HBV) neden oldudu karaciger
hasarinin mekanizmalari ve nigin virusun bir grup hastada akut ve kendini
sinirlayan bir hepatit yaparken, bir dier grup hastada kronik infeksiyona yol acgti§i
(viral persistans) tam olarak anlagilamamisgtir.(1) HBV nonsitopatik bir virlisdir ve
karacider hasarinin infekte hepatosite yonelik T hiicre yanitlan ile ortaya c¢iktigina
inanilir.  Aktif viral replikasyon sonucu artan viral proteinlerin, sitotoksik T
lenfositlerine sunulmasi ile birlikte HBV'ye karsi olan immiin yanitla hepatosit hasari
baglar. S6z konusu hasara yanit olarak saglam hepatositlerde kompansatuar
proliferasyon-rejenerasyon yetenegi ile hepatosit kitlesi yeterli diizeyde tutulmaya
calisilir. (2,3)

Hangi etiyolojik sebeble olursa olsun, bir karaciger hasarinda azalan hepatosit
kitlesini telafi etme ve hepatik fonksiyonlar stirdiirmede, hepatosit proliferasyonu-
rejenerasyonu énemli yer alir. Azalmig hepatosit proliferasyonu, genellikle kétu
prognostik gdstergedir. Hepatosit proliferasyonu, kronik hiicre hasarina bagh
hepatosit kaybini ve buna bagli gelisen fonksiyon kaybini dengelemek icin calisan
bir dinamo gibidir. (4) Karaciger rejenerasyonunun  molekiler diizenlenmesi
konusunda detayh bir bilgi birikimi ortaya ¢itkmistir. Hepatositler, normal kosullarda
oldukga dugtk proliferasyon 6zelligine sahip yavas gogalan hicrelerdir. (5) Doku

kaybi (parsiyel hepatektomi) veya hepatosit hasari ( viral, toksinler, iskemi )



sonucunda, hicre siklusunun Go fazinda sessiz olarak bulunan hepatositier,
potansiyel olarak bulunan rejenerasyon yeteneklerini hiicre siklusuna girerek
kazanirlar. Kalan hepatositlerin kompansatuar hiperplazisi sonucu, doku hasarnnin
olumsuz etkileri duzeltilir. Bu rejeneratif proges, hiicre siklusunu kontrol eden
stimilatér ve inhibitér faktérlerin kompleks etkilesimi ve cesitli feed-back
mekanizmalar ile dizenlenir. (3)

Hicre proliferasyonun kontroliinde, hiicre siklusunda majér rol alan siklin ve
siklin bagimh kinazlardan olugan protein kinaz komplekslerinin aktivasyonu veya
inhibisyonunu saglayan gesitli diizenleyici molekiiller énemli rolier alirlar. Bunlar
hicre siklustnin farkll fazlarina etki ederler. Bu diizenleyiciler icinde P21 proteini
majoér rol alan bir molekildir ve bir siklin bagimli kinaz inhibitérii (CDKi) olarak
hiicre siklusunu negatif yénde kontrol ederek hiicre sikliistiniin ilerlemesini énier.
Bunu, hiicre siklisiinin G1—S fazi gegisini bloke ederek yapar. Sadece siklin
badimii kinaz kompleksini degil, ayni zamanda DNA polimerazi da inhibe ederek
DNA sentezini onler. Karaciger rejenerasyon modellerinde yapilan caligmalarda
hepatosit hiicre siklUsiine olan etkileri gésterilmistir. Kronik karaciger hastaliklarinda
hepatosit hiicre siklustindeki dizenleyici mekanizmalar tam anlagilamamig olmakia
birlikte, P21 proteininin karacigerde hepatositlerde eksprese oldugu gésterilmis ve
bbylece hepatosit proliferasyonunda dizenleyici olarak rol alabilecedi
dusunulmastar (6,7,8)

Yeni ¢aligmalar, hepatosit hiicre siklustintin, Hepatit B viriist replikasyonunu da

etkileyebilecegini gdstermektedir. Bdylece karaciger hasarini takiben ortaya



ctkan hepatosit proliferasyonu, bir yandan kompansatuar bir yanit olarak
karaciger kitlesini korumaya calisirken, &te taraftan hepatit B virus replikasyonuna
da etki ederek, hastaliyin gidisinde belirleyici olacaktir. Bu nedenle karaciger
hiicresinde hepatosit replikasyonunu kontrol eden mekanizmalarin ortaya konmasi,
hepatit B virusu infeksiyonunda doku hasari ve virus eliminasyonuna yol acan
suregleri anlamamiza yardimci olacaktir.

Yukarida agiklanan gerekcelerle galismamizda; hicre sikliisint kontrol eden
P21 proteininin ekspresyonunun, hepatosit proliferasyonu, HBV replikasyonu ve

hepatit aktivitesi ile iligkisinin belirlenmesi amaglanmistir.



GENEL BILGILER

Hepatit B viriis infeksiyonu ve karaciger hasar mekanizmalarni

HBV, «Hepadnaviridae» ailesinden hepatotrofik bir DNA viriistdir. Viris
partikiili 3200 baz ¢iftinden olusan dairesel, kismen ¢ift sarmalli bir DNA molekiilii
icerir. HBV genomu Uzerinde 4 adet protein kodlayabilecek agik okuma alani (ORF)
vardir ve bunlar birden fazla proteini kodlama 6&zelliginde olup S, C, X ve P
proteinlerinin sentezine yol acarlar. Virion olarak bilinen 42 nm ¢apli Dane partikiili,
Hepatit B yluzey antijeni (HBsAg), Hepatit B kor antijeni (HBcAg) ve Hepatit B e
antijeni (HBeAg) olmak Uzere Ug¢ farkl yapida antijen igerir. HBsAg, virlisin kilifi
olarak bilinen 7 nm’lik lipoprotein tabakada bulunur. HbcAg, niikleokapsid denilen
yaply! olugturan cekirdek kisminda (kor partiktiliinde) bulunurken HbeAg, esas
olarak dolagsima sekrete olan bir proteindir. Cekirdek kisminda bu antijenlerin
yaninda DNA ve DNA polimeraz enzimi bulunur. DNA polimeraz enzimi viris
replikasyonu sirasinda eksik olan tek DNA sarmalini tamamlayarak dairesel kapali
cift sarmalli DNA'yi olusturur.

Viral zarfta bulunan kompleks yapili HBsAg, “small” (S), “middle” (M) ve
“large” (L) olmak Uzere 3 polipeptidden olugur. Majér protein olarak adlandirilan S
polipeptidi en yogun oranda HBsAg'yi olusturan komponent olup, S geni tarafindan
kodlanir. M proteini S geninin Pre-S2 ve S kisimlarini igerir. L proteini ise Pre-S1,
Pre-S2 ve S kisimlarini igine alr. Pre-S1 ve Pre-S2, virlsiin hepatosite
baglanmasinda rol oynarlar. Bunlara kargi geligen antikorlar korumada etkin bir rol
oynamaktadir.

C geninde bulunan “precore” bolgesi HBeAg sentezi ve salinimindan
sorumludur. HBeAg sentezlendigi hticrelerden serbest hale gecip, dolasima katilir.
HBeAg'nin serumda bulunmasi aktif virs replikasyonunu ve infektiviteyi gésterir.

HBeAg/antiHBe serokonversiyonu olusmasi olgularin gogunlugunda viral



replikasyonun bittigini gésterir. Ancak AntiHBe olustugu halde HBV DNA d&lglebilir
diuzeyde olan ve aktif karaciger hastaligi stregiden hastalar da vardir. Bu durumdan
viristin precore bélgesinde meydana gelen bir mutasyon sorumludur. Mutasyon
sonucu stop kodon olusur ve bu durumda HBeAg sentezlenemez.

X geni Urinu olan X proteini, karacigerde bulunan ve replikasyonda ve
apoptotik hiicre éliminde rol oynayan bir antijendir. Hepatoseliller kanser geligimi
ile iligkili oldugunu distndiren bulgular vardir.

P geni de, S geni gibi virisiin en bllylk ve majér genierinden birisidir. DNA
polimeraz enzimini kodlar.

Kronik Hepatit B infeksiyonunun seyri sliresince serum ve karaciger hiicresi
ylzeyinde viral antijenler goésterilebilmektedir. Ortaya c¢ikis bigimleri infekte
hepatositlerdeki virisin biyolojik davranigi ile iligkilidirler. Viral replikatif fazda
HBsAg ve HBeAg serumda bulunurken, hepatositlerde HBsAg ve HBcAg aciga
ctkmaktadir. Replikasyonda sentezlenen bu antijenlere karsi sirasiyla antiHBs, Anti
Hbe ve Anti HBc antikorian olusur. Serumda HBV DNA'nin varligi viral
replikasyonun en hassas géstergesidir (9-14)

Kronik Hepatit B virlis infeksiyonunda karaciger hiicre hasarinin immiin sistem
aracilikh oldugu kabul edilmektedir. Glgll, poliklonal, multispesifik sitotoksik T
lenfosit yanitlari, akut HBV infeksiyonunda, virlisiin eliminasyonunda 6nemli rol
oynarlar. Infekte hepatositlerin yiizeyinde eksprese edilen HBcAg'ye karsi olusan
HLA class | aracili sitotoksik T lenfosit yaniti, hepatoseliiler harabiyetin yanisira
virus eliminasyonundan da sorumludur. Akut hepatitle kiyaslandiginda kronik B
hepatitinde sitotoksik T lenfosit cevabi zayiftir veya yoktur. Virlisiin, hepatosit hasari
olmaksizin (nonsitolitik sekilde) elimine edildigi, sitokin aracilikh viral replikasyon
inhibisyonunu igeren mekanizmalar da s6z konusudur. (15)

Kronik ve replikatif HBV infeksiyonu siresince karacigerdeki inflamatuar
aktivitenin derecesi degiskendir. Karaciger hasarinin derecesini HBV ve konagin
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immin cevabi arasindaki iligki belirler. Immiintoleran faz, aktif viral replikasyona
ragmen karaciger hasarinin minimal oldugu dénemdir. Aktif hepatosit hasarinin
oldudu ve viral replikasyonun rolatif olarak daha distk seviyelerde oldugu immiin
temizlenme (immdinklirens fazi) dénemi, virus tam olarak elimine edilemedi ise
tekrarlayacak ve karacijer hasari ataklari olarak kendisini gésterecektir.
Tekrarlayan bu immun eliminasyon ataklari sonucu, histolojik olarak siroz ve
hepatoseliler karsinoma kadar ulasan karaciger hastaligi ortaya cikarken, giderek
virus nonreplikatif bir faza ulasacaktir. (16,17)

Hepatosit proliferasyonu

Hepatositlerin rejenerasyonunda multipl basamaklar yer alir. Birbiriyle etkilesen
inhibitér ve stimulatér faktérlerin karmasik bir agl ve etkilesimi sonucu rejeneratif
islem dizenlenir. Normal hepatositlerin goduniugu yetiskinlerde oldukca iyi
farklilagsmig ve istirahat durumundadir. Coguniugu hicre siklisiiniin Go fazindadir
ve ¢ok yavas cogdalirlar. Karaciger rejenerasyon yetenegini gésteren en iyi calisma
modeli olarak kemiricilerdeki %70 parsiyel hepatektomi (PH) modeli bilinir.
Hepatosit DNA sentezi hepatik kitle kaybinin belirli bir esik degere ulasmasi ile
baglar. Erigkin sicanlarda bu proges karaciger kitlesinin %30’dan azi kaldiginda
baglar. PH sonrasi ilk 24-36 saatte htcre siklistiniin ilerlemesi ve hepatosit
proliferasyonu ile hepatosit sayisinda 6nemli artiglar olur. 7-10 giin icerisinde
karaciger kitlesinin onarimi tamamlanir. Bu model hiicre sikliist ile onu kontrol eden
genlerin (Siklin ve CDK genleri) diizenlenmesini invivo olarak géstermek icin yaygin
sekilde kullaniimaktadir. Insanlarda majér hepatektomiyi takiben tam rejenerasyon
3-6 ay sirer. (18,19) Doku kaybi veya hepatosit hasarini takiben istirahat fazindan
(Go) hiicre siklisiine gegis baglar. Prereplikatif G1 fazi, DNA sentezinin oldugu S
fazi, bu fazi da mitozun oldugu M fazi izler. Mitoz fazi sonrasi hiicre bélinmesi
tamamlanmig olur. Cesitli hepatotrofik fakttrler (TNFalpha, IL-6, TGFalpha, HGF)
hiicre siklisinin degisik basamaklarinda uyarici etki yaparak hepatosit

6



proliferasyonunu artirirlar. Bu hepatotrofik faktérlerin bazilarinin ekstrahepatik orijinli
olmasi ve karacigere portal ven yoluyla ulagmasi ilgingtir.(3)

Insan dokularinda prolifere olan hiicreleri géstermek icin Ki 67, DNA polimeraz
alfa, PCNA (Proliferating cell nuclear antigen) gibi cesitli proliferasyon géstergeleri
en yaygin kullanilan isaretleyicilerdir. Buniar, ayni zamanda cesitli timd&rierin malign
potansiyellerinin degerlendirimesi icin de kullaniimiglardir. Bunlar iginde
PCNAV/siklin intranitkieer 36Kda molekiil agirliginda bir polipeptittir. Sentezi hiicre
proliferasyonu ile iligkilidir ve DNA polimeraz deltanin yardimci bir proteinidir. Hem
normal, hem de transformasyona ugramig prolifere hiicrelerde bulunurlar. Prolifere
olan hiicrelerde ge¢ G1-S fazi gegisinde sentezi énemli éicide artis gbsterir ve
hiicre proliferasyonunun iyi bir isaretleyicisidir. PCNA ekspresyon artigst DNA sentezi
baglamadan hemen o6nce ge¢ G1 fazi sirasinda nukleusda gérilir ve S faz
sirasinda maksimuma ulasirken G2 ve M fazinda tekrar azalir.

PCNA aktivitesi, gerek cesitli timér dokularinda, gerekse timor digi dokularda
PCNA'ya karsi kullanilan antikorlarla immunhistokimyasal vyolla tespit
edilebilmektedir. PCNA aktivitesi hiicre proliferasyonu olan herhangi bir yerde
gorilebilir. Karaciger dokusunda da immunhistokimyasal olarak gésterilien PCNA,
hepatosit proliferasyonunun giivenli bir isaretleyicisi olarak kabul edilmektedir.(20-

27)



Hiicre sikliisii ve P21’in hiicre siklusundaki rolii

Rejenerasyonda hiicrelerin gogalmasi hiicre sikltsti denilen ve birbirini izleyen
evrelerin olusturdugu bir dizi olaylarin sonucu olarak gerceklesmektedir. Hiicre
siklust ile iligkilerine goére deri gibi strekli prolifere olan, néron gibi prolifere
olmayan, ileri farklilasma gésteren hiicreler ve normalde bu sikliistin diginda kalan,
ancak uyaranlar etkisiyle proliferasyon asamasina giren karaciger htcrelerinin
olusturdugu tg farkli hiicre grubu tanimlanabilir.

Hucrelerin benzer iki hiicreye bélinmesi dért agsamadan olusur. Bunlar g
basamakl mitoza hazirlik-interfaz evresidir (G1- S- G2 fazlan) ve bu fazi izleyen

son basamak mitoz (M) fazidir. (Sekil 1)

Sekil 1: M
Go
G2 G1
K P21
S

Hicre dénglsiindeki bu dért asamadan ikisi fonksiyonel, diger ikisi hazirlik
asamasidir. Fonksiyonel fazlar sentez (S) ve M fazlandir. Hiicre kendisini S fazina
G1, M fazina ise G2 agamasi ile hazirlar. Aktif olarak béliinmeyen hticreler terminal
farklilasma ile bu siklik agamalardan kalici olarak ¢ikmislardir veya dinlenme evresi
olarak bilinen Go evresinde bulunurlar. Go evresindeki hicreler normalde
bélinmeyip, ancak uygun uyaranla tetiklenirler. Bu evreleri sirasiyla inceleyecek
olursak;

Go fazi: Vicuttaki hicrelerin buytk cogunlugunun bulundugu latent yada

dinlenme evresi olarak isimlendirilen evredir. Uygun uyaranlar oldugunda G1



evresine gegerek hicreler siklise katilirlar. Karaciger ve kemik iligi hiicreleri Go
fazinda bulunurlar. Néronlar ise terminal olarak farklilagmiglardir, bu yiizden
canlinin yagami siresince hiicre siklistine katimazlar ve sirekli Go fazinda
bulunurlar.

G1 fazi: Hicre siklisinin en uzun evresidir. Siresi hiicre tipine, hiicrenin
organizmadaki rolline ve cevresel kosullara gére farkhlik gésterebilir. Bu fazda RNA
ve protein sentezi yapilir.

S fazi: DNA sentezi bu fazda baglatilir. RNA ve protein sentezi de devam eder.
Yaklagik 6 saat devam eder.

G2 fazi: DNA sentezi durmustur. RNA ve protein sentezi devam eder. Bu faz
hicreyi mitoz fazina gegise hazirlayan son hazirlik fazidir.

M fazi: Mitoz bélinmenin oldugu fazdir. Sentez fazinda 2 katina g¢ikmis olan
genetik materyel (DNA) iki yavru hiicreye paylastirilir. Bu fazin sonunda ayni
genetik bilgiye sahip iki hiicre olusur. (7,28)

Hucre siklisd, siklin, siklin bagimh kinaz (CDK) ve cgesitli regllatuar proteinler
aracihidi ile duzenlenir. Siklinler, hlcre siklustiniin sistematik bigimde iglevini
slrdirmesini saglayan proteinlerdir ve siklin sentezi hicrenin proliferatif durumu ile
korelasyon gosterir. DNA sentezi o6ncesinde uyarimaya baglarlar ve artig
gosterirler. PCNA ve siklinlerin pekcok 6zellikleri benzerlik gosterirler. (20) Siklin ve
CDK komplekslerinin birbiriyle koordine bir sekilde aktive olmasi, normal hiicre
siklustiniin ilerlemesini diizenler. Bu komplekslerin regtilasyonundaki bozukluklar
malign farklilasma ile iligkilidir. (29) Hucre siklustinde farkli siklin ve CDK
kompleksleri, hicre siklistnin farkli fazlarini regtile ederler. Dolayisiyla her faz igin
farkl siklin subtniti gereklidir. Etkili olduklari evrelere gére G1 ve mitotik siklinler

olarak adlandinlirlar. G1 siklinier siklin C, D ve E’dir. Mitotik siklinler ise siklin A ve



B’dir. G1 siklinler G1-S fazi gecisinde gérev alirken, Mitotik siklinler G2-M fazinda
rol oynarlar. (28)

Siklin D1/ CDK4 kompleksi G1 fazi, siklin E/CDK2 kompieksi G1-S fazi, siklin A/
CDK2 S faz, Siklin B/ CDK1 kompleksi M fazi ile iligkilidirler. (19) Siklin ve CDK
etkilesimi sonucunda aktive olan protein kinaz kompleksleri, htcre sikliistin{in
spesifik fazlarina dogru ilerlemeyi baglatir. Ornegdin D tipi siklinler (D1,D02,D3) CDK4
ile iligkilidir ve G1 faz ilerlemesini dizenlerler. (18)

CDK kompleksleri, siklin bagimli kinaz inhibitérleri olarak isimlendirilen (CDKi)
cesitli inhibitér subunitlerine baglanarak inhibe edilirler. CDKi'lar hiicre sikllsii ve
regilasyonunda uygun zamanda aktive olarak fonksiyon gériirler ve DNA hasari,
radyasyon, nitrisyonel eksiklik, TGFR gibi antimitojenik faktérleri iceren ¢ok genis
uyaranlara cevap olarak, CDK aktivitesini kontrol ederek hiicre sikliistin{n
ilerlemesini duzenlerler. (7,30) CDKi'lar iki alt sinifa aynlirlar. Her bir sinif {iyesinin
inhibisyon hedefleri farkiidir. INK 4 sinif Gyeleri P15, P16, P18 ve P19 spesifik
olarak CDK4 ve CDK @’y inhibe eder. Diger sinif olan CIP/KIP protein ailesi
P21cip, P27 kip ve P57 kip2’ den olusur. CIP/KIP ailesi INK4’den daha genig bir
kinaz grubunu baglar ve inhibe eder. (8) Bu ailede en iyi P21 tanimlanmistir. P21
proteini, P21 genince (Waf1/Cip1) kodlanir ve bu gen 6.kromozomda (6p 21.2)
lokalizedir. P21, posttranskripsiyonel olarak cesitli antiproliferatif faktérlere cevap
olarak artar. Ornegin radyasyon, oksidatif stres, etanol, antineoplastik ajanlara bagh
bllyime inhibisyonu ile iligkilidir. P21 sentezi, esas olarak p53 tarafindan indiklenir.
P21 promotoru, P53 baglayan bélgeler icerir ve P21 proteini P53’tin uyardigi hiicre
siklisi duraklamasinda ve apoptozunda anahtar mediatérdir. P21, P53 den
bagimsiz yollarla da regiile edili. P21 gen ekspresyonunu kontrol eden dider
transkripsiyonel faktérier AP2, myoD, C/EBP alfa, VitD3 reseptorii, STAT1’dir. P21
sadece CDK aktivitesini degil, ayni zamanda DNA polimerazi da inhibe ederek
Proliferating cell nuclear antigen’e (PCNA) badh DNA sentezini direkt olarak bloke
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eder. Invivo ve invitro olarak malign hiicre bilytimesini baskiladiklar gértimustr.
Bu gézlemler P21'in timér supresér protein gibi fonksiyon gérdaguni
dustindirmektedir. Karacier hasar ve hasara cevaben rejenerasyon modeli olan
CCH4 (karbon tetrakloriir) intoksikasyonu modelinde veya parsiyel hepatektomi
modelinde, kompansatuvar hepatosit replikasyonu stresince P21’in, P53 bagimsiz

yolla da « upregiile » oldugu gésterilmistir. (4,31-33)
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HASTALAR VE METODLAR

Bu calismaya Ocak 1997 ile Mart 2001 tarihleri arasinda Ankara Universitesi Tip
Fakultesi (AUTF) Gastroenteroloji klinidi ve poliklinigine bagvuran, yaslar 15 ile 62
arasinda degigen ve histolojik olarak dogrulanmis 66 kronik hepatit B hastasi alindi.
Bu hastalar agagida belirtilen 6zelliklere gére 3 gruba ayrild

1. grup (HbeAg(+), aktif hastalig: olanlar: HBeAg(+), ALT degeri yiiksek

(>normal x1.5 kat ), yuksek HBV DNA (>5 pg/ml) olan 27 hasta ( %40.9 )
2. grup (HbeAg(-), aktif hastaligt olanlar: HBeAg(-), ALT degeri yuksek
(>normal x1.5 kat ), yiilksek HBV DNA (>5 pg/ml) olan 22 hasta ( %33.3 )

3. grup (HbeAg(-), hepatit B viriis tagiyicisi olanlar: HBeAg (-), ALT degeri

normal , hibridizasyonla élgiilemez HBV DNA (< 5 pg/ml) olan 17 hasta (%25.8)

bulunuyordu. S6zi edilen parametreler ve gruplarin yas-cinsiyet dagilimi tablo
1’de gbsterilmigtir.

Tablo 1: Hasta gruplarinin dagilimi ve ézellikleri

5
>Nx1.5
up | 22 33.3 ) (+) >5 42+8 13 9
>Nx1.5
up| 17 25.8 ) (+) N <5 37+11 4 13
N: Normal

Hasta seciminde yas ve cinsiyet sinirlamasi gézetilmedi. 40 g/hafta lizerinde
alkol tuketim Oykusl olanlar, diger viral ve nonviral etiyolojili kronik hepatitler
caligmaya alinmadi. Tum hastalar retrospektif olarak herhangi bir antiviral tedavi
baglanmadan énceki ALT ve HBV DNA degerleri gézdniine alinarak degerlendirildi
ve karaciger biyopsisi mevcut olan hastalar ¢caligmaya alind..

Hepatit serolojisi ve HBV DNA ol¢iimii: HBsAg, AntiHBs, HBeAg, AntiHBe, Anti

HDV antikorlarinin serumda tespiti igin, Abbott Axsym systemde, 3. jenerasyon
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mikropartiklll enzim immunoassay (MEIA) yéntemi kullanildi. ( Abbott Laboratories,
USA)

HBV DNA élgim( , Digene Hybrid capture systemde liquid hybridization assay
yéntemi ile serumda kantitatif olarak tespit edildi. Olgilebilen siniri 5 pg/ml idi.
Karaciger biyopsi materyellerinin degerlendirilmesi: Karaciger biyopsi
materyellerinin tamami AUTF Patoloji ABD’ dan ayni patolog tarafindan
degerlendirildi. Igne biyopsisi teknigdi ile alinan tiim biyopsi materyellerinin 24-48
saat silreyle %10’luk formalin soliisyonunda tespit edilmesi sonrasi parafine
gémuimis olan érnekieri elde edildi.

Histopatolojik degerlendirme: Olgularin histolojik aktivite indeksleri (HAI) ve
fibrozis evrelendirmeleri hematoksilen eozin ve Van Giesson Trikrom kesitlerde
deg@erlendirilmistir. Histopatolojik bulgularin degerlendiriimesinde Knodell ve ark.
tarafindan énerilen, sayisal olarak skorlama yapilan histolojik aktivite indeksi (HAI)
kullanildi ve nekroinflamatuar aktivite ve fibrozis evresi bu sisteme gore
degerlendirildi. Skorlama yapilirken periportal kdprilesme nekrozu, intralobiler
dejenerasyon ve fokal nekroz, portal inflamasyon ve fibrosis degerlendirildi ve bu
dzelliklere gére elde edilen skorlar toplanarak HAI skoru elde edildi. HAI skoru <8
olan olgular hafif aktivite goésteren, HAI skoru >8 olanlar ise belirgin aktivite
gosteren olarak degerlendirildi.

P21 ve PCNA’nin immiinhistokimyasal metodla degerlendirilmesi: Biyopsi
materyellerin parafin bloklarindan imminhistokimyasal boyamalar i¢cin 4-6 um’lik
kesitler " poly-I-lysin” (Sigma) ile kaplanmis lamlara alindi.

Imminhistokimyasal inceleme icin p21( WAF1/Cip1/Sdi1/Pic1/ Neomarkers) ve
Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) / Clone PC10 / Neomarkers) ticari Kkiti
kullanilarak streptavidin-biyotin-peroksidaz yoéntemi ile asagidaki basamaklar

gerceklestiriimistir.

13



1.) Deparafinizasyon ve rehidratasyon sonrasinda,

2.) Kesitlere " antigen retrieval" iglemi uygulanmistir. Bu iglem P21 boyanacak
kesitler icin kapall bir kapta 1 litrelik sitrat buffer icinde, mikrodalga ile 5’er dakika
sire ile 5 seans halinde yiuksek enerji (750 W) uygulanarak gerceklestiriimistir. Ayni
islem PCNA boyanacak kesitler igin ayni soliisyonda didikla tencerede 2 dakika
ylksek basing altinda yapilmigtir. Daha sonra bu kesitler oda isisinda 20 dakika
sogutulmus ve 5 dakika distile su ile yikanmistir. Diger boyaiarda bu basamak
uygulanmistir.

3.) Phosphate buffer saline (PBS) ile 5 dakika yikama sonrasinda,

4.) Bes dakika %3’luk hidrojen peroksit uygulanarak endojen peroksidaz
aktivitesi ortadan kaldiriimigtir.

5.) PBS ile 5 dakika yikama sonrasinda ,

6.) Non-immin bir serum olan "Protein blocking solution" 15 dakika
uygulanmistir.

7.) Bu iglemden sonra primer antikorlar uygulanmig ve konsantre olan PCNA
1/50 dilisyonunda, p21 ise kullanima hazir " ready-to-use" sekilde diliie
edilmeden oda isisinda 3 saat siireyle kesitlere uygulanmistir.

8.) PBS ile 5 dakika yitkama sonrasinda ,

9.) Sekonder antikor 15 dakika uygulanmistir.
10.) PBS ile 5 dakika yikama sonrasinda,

11.) Kesitler streptavidin peroksidaz kompleksi ile 15 dakika bekletilmistir.

12.) PBS ile 5 dakika yilkama sonrasinda,

13.) Amino-etil-karbazol (AEC) kromojen 5 dakika uygulanmistir.

14.) PBS ile 5 dakika yikama sonrasinda,

15.) Zemin boyanmasi ( counterstaining ) icin Mayer's hematoksilen 2 dakika

uygulanmistir.
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16.) Bunun hemen ardindan, musluk suyu ile yikanan kesitler " Aqueous
mounting medium"” ile kapatiimistir.

P21 antikoru icin meme kanseri kesitleri, PCNA antikoru i¢in normal lenf nodll
kesitleri pozitif kontrol olarak kuilaniimistir. Negatif kontrol olarak, pozitif kontrol
kesitlerine primer antikor yerine PBS kullanilarak diger boyama basamaklar ayni
sekilde uygulanmistir.

Her iki antikor icinde degerlendirme sirasinda immunhistokimyasal boyanmanin
yogunluguna bakiimaksizin niikleer kirmizi-kahverengi boyanma pozitif olarak kabul
edilmistir.

Degerlendirme, her vakada 1000 hicre sayilarak ve pozitif olan hiicrelerin
ylzdesi alinarak elde edilen nikleer boyanma indeksi (Labeling index) ile yaptldi.
istatistiki degerlendirme: Calismada elde edilen tim veriler Office 98 SPSS
istatistik paket programi ile, niteliklerine gére Mann-Whitney U testi, Kruskal-Wallis

testi ve Chi-Square (ki kare) ve Spearman’s korelasyon analizi ile

degerlendirilmistir. P<0.05 olan degerler aniamli olarak kabul edilmistir
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BULGULAR

Bu calismada, materyal metod bélimiinde tanimlandigi gibi HbeAg (HbeAg+ ve
HbeAg-) durumu, viral replikasyon ve karaciger hastaligi aktivitesine gére gruplanan
toplam 66 kronik hepatit B hastasinin karaciger biyopsi érneklerinde PCNA \)e P21
immunhistokimyasal olarak boyanmistir. P21 antijeni primer olarak hepatosit

nikleusunda kirmizi-kahverengi boyanma seklinde gérimustiir. ( Resim 1,2 ).

RESIM1-2:Kirmizi/kahverenkli niikleer p21 pozitifligi (kalin ok), diger alanlarda

p 21 ekspresyonu gdstermeyen mavi hepatosit nikleoslari (ince ok) x 100



Ayni hastalarda PCNA antijeni de esas olarak hepatosit niikleusunda lokalize olmak

lzere kirmizi-kahverengi renkte boyanmistir. ( Resim 3, 4)

RESIM3-4:Kirmizi/kahverenkli niikleer PCNA pozitifligi(kalinok) diger alanlarda

PCNA ekspresyonu gdstermeyen mavi hepatosit niikleoslari(ince ok) x 100

Her 3 grup hastada, ALT, HBV DNA ve HAI skoru, énceden tasarlandigi
sekliyle farkliliklar gésteriyordu. Burada merak edilen sonug, bu gruplarin PCNA ve
P21 boyanma indeksleri yoninden iliskisinin  tespit edilmesiydi. Bu
degerlendirmelerin sonucunda gruplar arasinda PCNA ve P21 labelling index'leri

agisindan fark bulunamamistir.



(Her grupta bulunan parametrelerin degerleri tablo 2'da gésterilmigtir.)

Tablo 2: Gruplarda yer alan parametrelerin degerleri

10.163£0.140

 6.843.8

Grup 1 97+60 14811838 0.083+0.130
Grup 2 135+132 | 4541720 |0.301+0.240 (0.048+0.111 9.4+4 1
Grup 3 1614 <5 0.277+0.323 | 0.003+0.006 2+1.1

P21 boyanma durumuna goére karacier hastaligi aktivitesi, hepatosit

proliferasyonu ve viral replikasyonun degerlendirilmesi: Calismaya giren tim

hastalar birarada degerlendirildiginde P21 boyanma - boyanmama (p21+, p21-)

durumuna gére ALT, HBV DNA , PCNA ve HAI skorlar karsilagtinidiginda P21

boyamasi olan ve olmayan hasta gruplan arasinda anlamli fark gérilmedi. (P>0.05)

Bu bulgular tablo 3’de verilmistir.

Tablo 3: p21(+) ve p21(-) hastalarla iligkili parametreler

p21 (+) |

_Wiml
100129

781928

" 0.219+0.246

6.514.2

p21 ()

34 (%51.6)

79450

737924

0.256+0.230

6.414.8

P21 boyanan ve boyanmayan hastalann histolojik aktiviteleri gruplanarak (HAI < 8

(minimal hastalik) ve HAI >8 (aktif hastallk) karsilastirildiginda anlamli fark

bulunamadi.(p>0.05) ligili degerler tablo 4'de verilmistir.
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Tablo4: HAI skoruna gére P21+/- hastalarin dagilimi

P21(+) 20 (%62.5) 12 (%37.5)

P21(-) 21 (% 61.8) 13 (% 38.2)
Toplam 41 (%62.1) 25 ( %37.9)

Her 3 grup kendi icinde P21 boyanan ve boyanmayan hastalarin, ALT, HBV
DNA, PCNA ve HAI skorlari agisindan Karsilastiriidijinda P21 boyanan ve
boyanmayan olgular farksizdi ( p>0.05) Bu parametreler ile ilgili degerler tablo 5’de
verilmistir.

Tablo 5: Gruplardaki P21+/- hastalarin ALT, HBV DNA,PCNA ve HAI degerler

Gruplar

P21(+) | 114+73 | 13784878 | 0171£0.155 | 7.5:4.5

Grup 1 P21(-) 73£23 1631+£792 | 0.150+0.121 | 5.8+2.8

P21(+) | 177+235 414+716 | 0.317£0.263 | 9.3+4.8

Grup2 P21(-) | 117440 473+746 | 0.29310.238 | 9.5+4.0

P21(+) | 16.445.6 S 0.228+0.354 | 1.9+0.9

Grup3 | P21(-) | 16+4.4 5 0.33110.298 | 2.3+1.5

Karaciger hastaliqinin aktivitesine gore degerlendirme: Tim hastalar HAI
skoru < 8 olan ve HAI skoru > 8 olanlar seklinde gruplandirilarak ALT, HBV DNA,
PCNA ve P21 degerleri agisindan degerlendirildi. Dustk ve yiiksek hastalik
aktivitesine sahip iki grup arasinda, yukaridaki parametreler agisindan anlamli

farklihk gérilmedi.(p>0.05)
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Tablo 6: HAl < 8 ve HAIl > 8 hasta gruplarinin ALT, HBV DNA, PCNA (labelling

index) ve P21 (labelling index) degderleri

o . B ‘,; - ! Cr ‘ -
HAi <8 60+52 6331908 |(0.235+0.255 |0.019+0.052
HAI > 8 136+130 964+918 |0.2431£0.209 |0.103+0.152

Korelasyon analizleri: Tum hastalar bir arada degerlendirilerek hastalarin ALT,
HBV DNA, PCNA, P21 ve HAI parametrelerinin birbiriyle korelasyonlarinin bulunup
bulunmadigi arastirldiginda, ALT, HBV DNA ve HAIl skoru, PCNA ve P21 ile
korelasyon géstermiyordu.

Korelasyon analizi, her grubun kendi icinde gergeklestirildiginde, yalnizca Grup
1’de olmak Gzere ALT ve P21 degeri arasinda korelasyon saptandi (p<0.05,
r=0.44). Digerleri arasinda korelasyon yoktu. Grup 2'de ilgili parametreler arasinda
anlamli iligki gértlmedi.(p>0.05) Grup 3' de de ilgili tum parametreler arasinda

anlamli iligki saptanmad:.(p>0.05)
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TARTISMA

Karacider rejenerasyonu, virlsler ve toksinler gibi nedenlerle gelisen karaciger
hasarina adaptif cevap olarak ortaya g¢ikar Yeni ¢alismalar deneysel karaciger
rejenerasyon modellerinde p21'in hepatoseliler hiicre sikliistinii duzenledigini
gostermisgtir.  (4) Insan karacigerinde P21 proteinin, hepatoselliler kanser
dokusunda eksprese olabildiginin gésterilmesinin yanisira, bu proteinin yeni olarak
timor dig1 hasarll karaciferde de eksprese olabildiji ve karaciger hasarinin
ciddiyeti ile korelasyon gésterdigi bildiriimistir. Bununla beraber bu g¢alismalar sinirli
sayida ve farklh etyolojilere bagli (hepatit B, hepatit C, alkolik karaciger hastalidi)
olarak kronik karacier hastaliyi gelisgen hastalardan olusan serileri icermektedir.
Ayrica kronik karaciger hastaliklarinin en sik nedeni olan viral hepatitlerde, viral
replikasyon ve P21 proteini ekspresyonu arasinda bir iligki olup olmadigi bu
¢aligmalarda sinanmamigtir. Biz bu galigmada yeterli sayida hastadan olusan ve
yalnizca kronik hepatit B hastalarini iceren bir seride, P21 ekspresyonunun
karacijer hasan ve hepatosit proliferasyonu ile iligkilerinin yanisira, viral
replikasyonla iligkilerini de sinamay1 amagcladik.

Bu calisma sonuglari, énceki bazi g¢alismalara zit olarak, histolojik hasarin
derecesi ile P21 protein ekspresyonu arasinda bir iliski ortaya koyamamistir.
Yapilan galismalarda, p21 ile artmig inflamasyon ve fibrosizin iligkisi oldugu ileri
sUrtulmektedir (34, 35) Kronik hepatit C’li hastalar lizerinde yapilan bir galismada
p21 ekspresyonunun fibrosiz evresi ve inflamasyon derecesi ile korelasyon
gosterdigi bildirildi.(35) Yine hepatit B ve hepatit C'ye bagh kronik hepatit ve siroz
hastalarini igeren bir caligmada, sirozlu hastalarda, siroz olmayanlara gére her iki
viris tipinde de p21 ekspresyonu daha fazla goériluyordu. Ayni calismada siroz
olmayan olgular iginde fibrozis evresi ylksek olanlarda p21 ekspresyonu, diisik

olanlara kiyasla daha fazla olarak bulundu. Arastirmacilar bu sonuglarla p21
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ekspresyonundaki artigin hepatik hasara bir yanit olarak ortaya ¢iktigini
dustnmustir.(31)

Bizim galigma sonuglarimizin dnceki calisma sonuglarindan farkli olmasinin
gesiti nedenleri olabilir. Oncelikle olgu sayimizin &nceki calismalarla
kiyaslandiginda daha ¢ok oldugu ve homojen bir populasyon olarak yalnizca hepatit
B olgularnini igerdigini hatirlatmaliyiz. Yalnizca hepatit B hastalarini iceren bu kadar
genig bir seri yayimlanmamistir. Kronik karaciger hasarina yol agan basta hepatit C
ve alkol olmak Uzere diger etyolojilerde karaciger hasar mekanizmalan ve olasi
olarak hiicre doéngislu regulasyonu hepatit B den farkhiiklar gésterir. Alkolik
karaciger hasarinda oksidatif stres ve sitokinler doku hasarinda rol alirken, hepatit
C virus infeksiyonunda, hepatit B infeksiyonunda oldugu gibi infekte hepatosite
karst olusan poliklonal-multispesifik T hiicre yanitlan karaciger hasarindan
sorumludur. Bununla beraber, T hiicre yanitlarinin siddeti ve kalitesi her iki
infeksiyonda farkliliklar gosterir. Hepatit B infeksiyonunda periferik kan ve
karacigerde Olcllebilen T hiicre yanitlarinin siddeti hepatit C infeksiyonuna gére
daha azdir ve birgok hastada 6lcllemez dizeyde bulunmaktadir. Hasara yanit
olarak ortaya ¢ikan karaciger hiicresi déngust, karaciger hasarina yol acan efektér
sistemlerden ayrilamaz ¢linki hepatositi hiicre sikliisiine sokan oksidatif stres ve
buyime faktorleri/sitokinler (TNFalfa, TGFalfa ve beta) gibi immun hiicrelerden
salgilanan molekdller, hiicre siklusunun degisik agsamalarinda rol alirlar. TNFalfa,
istirahattaki hicreleri déngliye sokan en erken uyanyr olusturur. Bu sitokinlerin
ekspresyonunda etyolojiye ve hastaliin evresine bagli farkliliklar séz konusudur.
(3,36) Bu nedenlerle hicre siklusunu diizenleyen molekillerin (6r. P21)
ekspresyonlar hasar yapan mekanizmaya ve hastaligin evresine gore degisebilir.
Nitekim insan karacigerinde kronik hepatit C'de hepatit B'ye goére  p21

ekspresyonunun daha fazla oldugu rapor edilmisti. Karacierde p21
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ekspresyonunun bu sekilde farkli etyolojilerle olusan karaciger hastaliklarindaki
ekspresyon paterni daha gok hastayi icine alan serilerde ¢alisiimaiidir.

Bizim galigmamizi énceki ¢aligsmalardan ayiran bir 6zellik calismamizin sirozu
olmayan hastalari kapsamasidir. Bu ytizden minimal bir karaciger hasar ile siroza
varan ciddi bir karaciger hasari arasindaki fark bizim caligmamizda sinanmamistir.
Siroz/ciddi fibroz hastalarinin dahil edilmemesi nedeniyle bizim sonuglarimiz p21
ekspresyonu ile karaciger hasari arasindaki iliskide esasen histolojik inflamatuar
aktivite ile p21 iligkisini yansitmaktadir. Caligsma sonugclarimiz inflamatuar aktivite ile
p21 ekspresyonu arasinda bir iligki ortaya koyamamistir. Teoride, karacigerde
stregiden inflamatuar hasarla hiicre nekrozunu takiben hiicre siklusunun ve
bdylece hepatosit rejenerasyonunun uyariimasi ve bdylece siklusu kontrol eden p21
protein ekspresyonunun artmasi beklenir. Kronik karaciger hastaliinda hepatik
fonksiyonlart strdirmede hepatosit proliferasyonunun majér 6nemi hepatosit
kaybint kompanse etmektir. Normalde hepatositler sessizdir ve g¢ok disuk
rejenerasyon gosterirler. Kronik hepatitde, hepatosit yasam stiresinin 10-100 giine
kisalmasi ile normalle kiyaslayinca artmis bir proliferatif aktivite beklenir.(1,3,5)
Bununla beraber bizim ¢alismamizda kronik hepatit olmayan karaciger dokusu gibi
bir kontrol grubumuz olmamakia beraber, inflamatuar aktivite ile hepatosit
proliferasyonunun gostergesi olan PCNA indeksi korelasyon géstermiyordu. Bu,
minimal bir inflamatuar aktivite ile hatin sayilir inflamatuar aktivite gézlenen
durumlarda hepatosit proliferasyon hizinda buytk degisimler olmadi§i anlamina
gelmektedir. Dolayisiyla p21 ekspresyonunun, inflamatuar aktivite ile paralel olarak
artmamasi, hepatosit proliferasyon hizinda inflamatuar aktivitenin siddetine bagl
buytk degisimler gézlenmemesi ile agiklanabilir. Hepatosit proliferasyon hizinda
belirgin degisimler, hicre kayip hizinin (fulminan hepatit) ve miktarinin (fulminan
hepatit ve siroz) cok oldugu durumlarda beklenir. Béylece hiicre sikliistini kontrol
eden p21 gibi molekillerin ekspresyonundaki majér degisimlerin, séz konusu bu
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durumlarda beklenmesi daha akilcidir. Hepatosit proliferasyonunun kronik olarak
uyarildig: sirotik gelisimde, p21 ekspresyonu hayati bir Sneme sahip olabilir. GlUnki
bu ylksek proliferasyon hizinin hepatoselliler kansere giden bir dizi molekiler ve
genetik degisimlere zemin hazirladigina inanihir. Bu noktada bir timér supresoér
protein gibi davranan p21’in ekspresyonu ve goésterdigi fonksiyonel degisiklikler,
hepatoselliler karsinogenezde ©nemli olabilir. Bununla beraber, P21 proteinin
karsinogenezdeki roli ile ilgili bilgilerimiz su an igin yetersizdir.

Bu c¢alismada yukarida s6z eftigimiz gibi inflamatuar aktivite ile p21
ekspresyonu arasinda bir iligki gésteremedigimiz gibi, hepatosit proliferasyonu ile
de bir iliski gosteremedigimizi ve bunun gerekcelerini acikladik. Hepatosit
proliferasyonunun goéstergesi olarak kullandigimiz immunhistokimyasal PCNA
ekspresyonunun 8lgiimi, givenilir bir yéntem olarak kabul edilmistir. liging olan bir
iliski, P21’in in-vitro direkt olarak PCNA'yi inhibe ederek DNA sentezini 6nlediginin
gbsterilmis olmasidir. Béylece, herhangi bir sekilde artmis p21 ekspresyonu, artmis
hiicre siklistini degisik asamalarda kontrol ederken, PCNA inhibisyonu yoluyla da
DNA sentezini ve hicre siklusunu bloke edebilir. Hipotetik olarak hasara yanit
olarak artan hticre proliferasyonunu (PCNA indeksi) kontrol etmek i¢cin artan bir p21
ekspresyonu beklenir. Ancak p21’in, direkt PCNA inhibisyonu yapabildigi yénundeki
in vitro gézlemler in vivo olarak gecerli ise, karacigerde artan p21, PCNA dizeylerini
azaltacak ve p21 ve PCNA arasinda siregiden bir denge olusturacaktir.
Calismamizda p21 ve PCNA dlizeyleri arasinda bir pozitif korelasyon bulamamizin
nedeni bu olabilir. Bu, kronik hepatit B hastalari izerinde olmasa da bagka etyolojili
bazi karaciger hastaliklarinda elde edilen sonuclarla desteklenmektedir. Nonalkolik
steatohepatitli ve alkolik hepatitli hastalarin bir kisminda hepatosit proliferasyonu ile
p21 ekspresyonunun sabit bir iligki icinde olmamasi buigularimizi desteklemektedir
Yine kronik hepatit C’li hepatosit proliferasyonu disik olan hiicrelerde, p21
ekspresyonu artmig olarak bulunmustur.(4) Bu bulgular, hepatosit proliferasyonunu
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kontrol eden kompleks bir sistemin degerlendiriimesindeki gugcliklere isaret
etmektedir.

Calismamizda p21 proteini ekspresyonu ile hepatit B virls replikasyonu
arasinda bir iliski olup olmadidini da arastirdik. Bizim bilgilerimize gére bdyle bir
iligki olup olmadigini sinayan bir calisma yapilmamistir. P21 proteini ve viral
replikasyon arasindaki iligkiyi arastirmanin temeli, hepatit B virlis replikasyonunun
hicre siklistine bagli olabilecegine dair kanitlarin var olmasidir. Karacigerde
inflamasyon ve nekrozun olmadigi, dolayisi ile hepatositlerde artmis bir
proliferasyonun beklenmedigi immuntolerans fazi (HbeAg+ taslyicillk asamasi)
yiksek viremi ile karakterlidir. Aksine immun temizlenme fazinda karacigerde
nekroinflamasyonun, hepatosit proliferasyonunu artirmasi beklenir. Bu dénemde
giderek viremi azalacak, eger immun yanit yeterli ise viral temizlik saglanabilecektir.
in vitro olarak da hicre siklusiniin istirahat fazinda viral replikasyon hizli iken,
hepatositler hiicre sikllsiine girdiginde, HBV replikasyonunun azaldigi kaydedilmis,
béylece HBV replikasyonunun hiicre doéngisine de bagh olabilecegi ileri
strilmisti.(16,17,37,38) Bizim daha 6nceki bir calismamizda da HBV replikasyonu
ile hepatosit proliferasyonu arasinda bir iligki oldugu ortaya konmustu. (39) Bu
temel (zerinde, hiicre siklistini kontrol eden p21 ile viral replikasyon iligkisini
sinadigimizda bu iki parametre arasinda bir korelasyon bulamadik. Bunun baglica
nedeni, hiicre siklistniniin kompleks olmasi ve bunu kontrol eden bir ¢cok faktériin
varligi olabilir. P21 proteini ile viral replikasyon ve hepatit B proteinleri arasinda
direkt bir iligki bugline kadar sinanmamis olmakla beraber béyle bir iligki de pek
olasi gérilmemektedir. Her ne kadar bir viral proteinle p21 arasinda bir etkilegim
olabilecegine dair kanit yoksa da, yukarida belirttigimiz p53 inhibisyonu, p21
ekspresyonunu baskilayan bir unsur olabilir, ¢clinkll p53, p21°i aktive eden énemli bir
molekuldir. Eger bu mekanizma igliyorsa, artan inflamatuar aktiviteye ragmen
hepatositte p21’in ¢ok siki bir kontrol altinda olmasinin bir bagka nedenini olusturur.
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Boylece HBV replikasyonunun, p21 protein ekspresyonunun bir fonksiyonu
olmasindan ziyade, tim faktérlerin etkilesimi altindaki hepatosit proliferasyonuna
bagli olmasi daha olasidir. Calismamizdaki temel amag, HBV replikasyonu ve
hepatosit proliferasyonu gostergesi olan PCNA iligkisi olmadigindan, hasta gruplari
icinde hatin sayilir oranda, HBV DNA dizeyi Olcilemez seviyede olan hasta
calismaya dahil ediimistir. Bu nedenle HBV DNA ve PCNA arasinda &6nceki
calismamizda gésterdigimiz gibi, bir negatif korelasyon bulunamamistir.(39) Buna
ancak daha duyarli kantitatif HBV DNA 6&lcim yéntemleri, yeterli duyarlilikia test
ortami saglayabilir.

Sonug olarak bu calismada kronik hepatit B’li hastalarda, karaciger hasarn ve
viral replikasyonla p21 proteini ekspresyonu arasinda bir iliski gdsteremedik. Ancak
hiicre siklistini kontrol eden en dnemli protein olan p21’in kronik hasar ve HBV’ye
bagl hepatoselliiler kanserde roll olabilir. Bunu daha iyi anlayabilmek icin, kronik
hepatit agamasindaki hastalarin yanisira, siroz ve/veya hepatoselliiler kanser
gelistirmis hepatit B hastalarinda da bu proteinin ekspresyonunun arastiriimasi bize
ek bilgiler saglayabilecektir. Ayrica p53 ekspresyonunun, hastaligin tim spektrumu
icinde p21 ekspresyonu ile nasil bir iligki icinde oldugu sonraki calismalarda
arasgtinimalidir. Ayrica yeteri kadar olgu serilerinde hepatit B infeksiyonu ile,
karacijer hastaliina yol acan diger etyolojilerde p21 ekspresyonunun
karsilastiriimasi, degisik etyolojilerde karaciger rejenerasyonu ve hepatosellliler

kanser gelisim mekanizmalari konusunda ek bilgiler saglayacaktir.
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OZET

Hepatit B virlsi, nonsitopatik bir virlisdir ve hafif aktivite gésteren hepatitden,
fulminan hepatit, kronik hepatit, siroz ve hepatoseltiler kanser gelisimine kadar
gidebilen ,genis bir hastalik grubuna yol agabilen, bir virlis olarak bilinir. Ulkemizde
ve diinyada énemli bir mortalite ve morbidite sebebidir.

Kronik karaciger hastaliklarinda hepatosit proliferasyon mekanizmalan tam
anlagilamasa da, son zamanlarda yapilan calismalarda, siklin bagiml kinaz
inhibitéril olan ve hicre siklistndn ilerlemesini G1-S fazi gecisini kontrol ederek
Onleyen bir protein olan p21 proteininin, hepatosit proliferasyonunu dizenledigi
kabul edilmektedir.

Diger yandan hepatosit P21 ekspresyonu, yapilan az sayida insan
caligmasinda kronik karaciger hastaliklarinda, hastalik aktivitesi, inflamasyon ve
fibrosizle iligkili bulunmustur.

Bizde calismamizda hiicre siklistinde anahtar rol oynayan p21 proteininin,
hepatosit proliferasyonu, hepatit aktivitesi ve HBV replikasyonu ile iligkisinin olup
olmadigdini belirlemeyi amacladik.

Calismamiza ocak 1997 ile mart 2001 tarihleri arasinda AUTF Gastroenteroloji
klinigi ve poliklinigine bagvuran 15-62 yaslar arasinda, toplam 66 kronik Hepatit B
hastasi alindi. Hastalarin tedavi 6ncesi donemde alinan karaciger biyopsileri, ALT,
HBV DNA degerleri retrospektif olarak degerlendirilerek, hastalar 3 gruba ayrildi. 1.
grupta HbeAg(+), ALT ylksek (>normal x 1.5 kat ) , HBV DNA ylksek
(hibridizasyon ile >5 pg/ml) olan 27 hasta
2.grupta HBeAg(-), ALT yuksek (>normal x 1.5kat ), HBV DNA yiiksek (>5pg/ml)
olan 22 hasta,

3. grupta ise HBeAg(-), ALT normal, HBVDNA 6lciilemez diizeyde ( <5 pg/ml ) olan

17 hasta yer aliyordu.
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Gruplar arasinda yas ve cinsiyet agisindan fark yoktu. 1. ve 2. grup, klinik ve
histopatolojik olarak aktif hastaliyi olan hastalik grubunu goésterirken, 3. Grup
minimal hastalii olan hastalar igeriyordu.

Tum hasta gruplarinda parafin bloklardan hazirlanmis biyopsi materyellerinde,
hepatosit proliferasyonunu gésteren PCNA ile CDK inhibitéri olan ve hiicre
proliferasyonu  durduran bir protein olan P21'in boyanma paternleri,
imminhistokimyasal boyama yéntemleri kullanilarak caligildi. Degerlendirmeler her
vakada 1000 hepatosit sayilarak, pozitif kirmizi-kahverengi niikleer boyanma olan
hepatositlerin ylizdesi alinarak (Labeling index) yapilmigtir. Olgularin histolojik
aktivite indeksleri ve evrelendirmeleri Hematoksilen Eozin ve Van Giesson Trikrom
kesitlerde degerlendirilmigtir.

Calisma sonugclart degerlendirildiginde, gerek tim hasta gruplari beraber
dedgerlendirildijinde, gerekse herbir grup kendi iginde ayn olarak
degerlendirildiginde, P21 boyanma / boyanmama durumu ( p21+ ve p21-) ile ALT,
HBV DNA, PCNA ve HAI skorlari arasinda bir iligki bulunamadi.(p>0.05)

HAI < 8 (dusuk hastalik aktivitesi), HAl > 8 (yuksek hastalik aktivitesi) olan
hastalar degerlendirildijinde, p21 ekspresyonu ile aralarinda bir iligki olmadigi
gortlda. Her bir parametrenin korelasyon analizleri yapildiginda, 3 grubun énceden
belirlenen 6zellikleri olan ALT, HBV DNA ve HAI ile P21 ve PCNA arasinda anlamli
korelasyon bulunamadi. (P>0.05)

Onceleri yapilan hiicre kiiltir sistemleri ve invivo karaciger rejenerasyon
modellerinde, hepatosit proliferasyonu ve P21 ekspresyonu arasinda farkli sonuglar
alinmasi, son zamanlarda insan galigmalarinin artmasina yol agmigtir. Ancak buna
ragmen, 6zellikle kronik hepatitlerde az sayida hasta gruplart ile yapiimig caligmalar
halen yetersiz kalmaktadir. Bu galismalarin ¢arpict sonuglari olmakla beraber, bu

sonuclardan genelleme yapilabilmesi zor gériiimektedir.
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Bu az sayidaki kronik Hepatit B, Hepatit C ve siroz vakalarinda, hepatosit
proliferasyonu ile P21 ekspresyonu korele bulunmakla birlikte, inflamasyon ve
fibrosiz ile olan korelasyonun daha fazla oldugu bildiriimektedir.

Sonug olarak gcalismamizda kronik hepatit B’li hastalarda, karaciger hasar ve
viral replikasyonla p21 protein ekspresyonu arasinda iliski gérilmedi. Ancak hiicre
siklustni kontrol eden p21 proteininin, HBV'ye bagl kronik hasar ve hepatoseltiler

kanserde roll olabilir. Bu konuda yapilacak yeni ¢aligsmalara ihtiyag vardir.
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