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Cesitli kronik karaciger hastaligi vakalarinda T lenfosit subtiplerinin dagilimi

The distribution of T lymphocyte subtypes in cases with different chronic liver disease

Fulya ilhan', Sevgi Kalkanh Tas?, Hiiseyin Ataseven’, Nalan Mirzai¢, .Halil Bahgecioglu’

OzZET

Amag: Hepatit B erigkinlerde %1-5 oraninda kroniklese-
bilen siroz ve hepatoselliler karsinomaya neden olabilen
onemli bir enfeksiyon hastaligidir. Hepatit D ise HBsAg
(+) kisilerde gelisen bir enfeksiyondur. Hepatit D virtusu-
nin sitopatik etkili oldugu bilinmektedir ancak bu hasta-
ligin gelisiminde rol oynayan immun mekanizmalar halen
arastiniimaktadir. Bundan dolayi, bu ¢calismada cesitli kro-
nik hepatit vakalarinda lenfositlerin sayisal degisikligi olup
olmadigini arastirmak amagclandi.

Yoéntemler: Bu calismada, kronik karaciger hastaligi olan
12’si kadin 10’u erkek toplam 22 hasta degerlendirildi.
Bu hastalar 12 kadin 8 erkekten olusan, 20 kisilik saglikh
kontrol grubu ile karsilastirnldi. Hasta ve kontrol grubunun
periferik kanlarinda flow sitometrik yontemle CD3, CD4,
CD8, CD25, CD56, CD161 ve Va24 monoklonal antikor-
lari kullanilarak T lenfosit alt gruplari arastirildi.

Bulgular: Hastalarin ve kontrol grubunun yas ortalama-
si siraslyla 45.87+11.18 yil, 41.45+7.23 yil idi. Hastalarin
biri hari¢ timinde, HBsAg pozitif olarak bulundu.15 has-
ta HBsAg yani sira Anti Delta pozitifligi de gdsterdi. Bu
hastalarin; 6’s1 kronik karaciger hastaligi, 7’si karaciger
sirozu ve 2'si ise hepatoma tanisi ile izlenmekteydi. Total
T lenfosit, CD4+ Th hiicre ve CD3+CD56+ NKT hiicre-
ler ve Va24+CD161+ NKT hucreler agisindan hasta ve
kontrol grubu arasinda fark saptanmadi. Ancak, CD8+
Tc, CD16+56+ NK hiicreler ve CD4+CD25+ regilatér T
hiicre dlizeylerinin, hastalarin kanlarinda kontrollere gore
daha duguk oldugu saptandi.

Sonug: Bu sonuglar, HBsAg pozitifliginin sitotoksik yanit-
tan sorumlu hicrelerde ki azalmaya neden oldugunu ima
etmektedir. Ancak kronik hepatitteki immunolojik cevabi
aciklayabilmek icin ileri calismalara ihtiyag vardir.

Anahtar kelimeler: Kronik hepatit, total T lenfosit, CD4+
T hiicre ve CD3+CD56+NKT.

ABSTRACT

Objective: Hepatitis B is an important infectious disease,
which can cause severe chronic cirrhosis and hepatocellu-
lar carcinoma in 1-5 % of adult patients. Whereas, Hepatitis
D is a defective virus infection that develops in people with
HBsAg (+). It has been known that Hepatitis D virus has a
cytopathic effect but the immune mechanisms which play a
role in the development of this disease are still under inves-
tigation. Therefore, in this study it was aimed to investigate
whether lymphocytes numbers change in a variety of pa-
tients with chronic hepatitis.

Methods: In this study, 22 patients (12 females and 10
males) with chronic liver diseases were examined. These
patients were compared to the control group which con-
sists of 20 healthy individuals (12 females, 8 males). A flow
cytometry assay was conducted to examine T lymphocyte
subgroups using CD3, CD4, CD8, CD25, CD56, CD161 and
Va24 monoclonal antibodies in peripheral blood samples of
both patient and control groups.

Results: The mean age of patient group and control group
were 45.87+11.18 and 41.45+7.23 year respectively. The
HbsAg was found to be positive in all patients with the ex-
ception of one patient. 15 patients also exhibited Anti Delta
Antigen positive as well as HbsAg. Six of these patients
have been diagnosed with chronic liver disease, 7 of them
have been diagnosed liver chrosis and two of them have
been diagnosed with hepathoma. No difference was found
between the patients and healthy controls in terms of total
T lymphocyte, CD4+Th cells CD3+CD56+ NKT cells and
Va24+CD161+ iNKT cells. However, the levels of CD8+ Tc
cells, CD16+56+ NK cells and CD4+CD25+ T lymphocytes
were found to be lower in patients bloods as compared to
the healthy controls.

Conclusions: These results suggest that HbsAg positivity
may cause the decreases of the cells which are respon-
sible for cytotoxic response. Nevertheless, further studies
are required to explain the immunological response to the
chronic hepatitis.

Key words: Chronic hepatitis, total T lymphocyte, CD4+ T
cell and CD3+CD56+ NKT.
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GIRIS

Hepatit B eriskinlerde %1-5 oraninda kroniklese-
bilen siroz ve hepatoselliiler karsinomaya neden
olabilen énemli bir enfeksiyon hastaligidir. Hepatit
D ise HBsAg (+) kisilerde gelisen bir enfeksiyon-
dur. Hepatit D viriisiiniin sitopatik etkili oldugu bi-
linmektedir ancak gelisiminde rol oynayan immiin
mekanizmalarin neler oldugu halen arastirilmakta-
dir. Hiicresel immiin yanit HBV proteinlerinin epi-
toplarina (6zellikle Hbc Ag) karsi CD8+ sitotoksik
T lenfositleri lizerinden meydana gelmektedir [1].
Immiin yanitin giicii ve kalitesi enfeksiyonun dogal
seyrinde major belirleyici faktordiir. Cesitli viral
proteinlere karsi immiintolerans etkin bir viriis te-
mizligi olugsmasini engellemektedir. Ancak virtis te-
mizliginde pek etkili olamayan immiin yanit karaci-
ger hasarina yol agmaktadir. Immiin yanitin kalitesi
ve siddetini belirleyen konak faktorleri hastaligin
seyrinde onemli goriinmektedir. Viriis-konak ilis-
kisi ve immiin yanit temelinde karanlik noktalarin
¢Oziimlenmesi tedavide 6nemli bir rol oynayacaktir
[2,3]. Bu ¢alismada kronik hepatit vakalarinda hiic-
resel immiin yanitin nasil sekillendigini aragtirmak
amaglandi.

YONTEMLER

Calisma kapsaminda yas ortalamas145.87+11.18 yi1l
olan 12’si kadin 10’u erkek toplam 22 hasta deger-
lendirildi. Hastalarin biri hari¢ timiinde HBsAg(+)
idi. Bunlardan HBsAg yan1 sira HDVAg pozitifligi
de saptanan 15 hastanin 6’s1 kronik karaciger hasta-

1181, 7°si karaciger sirozu ve 2’si ise hepatoma tanisi
ile izlenmekteydi. Karaciger sirozu olan 7 hastanin
6’sinda sadece HBsAg (+)’ligi saptanirken 1 hasta
hepatit markerlar1 yoniinden negatif bulundu. Bu
hastalar 12 kadin 8 erkekten olusan, yas ortalamasi
41.45+7.23 yil olan 20 kisilik saglikli kontrol grubu
ile kargilastirildi. Hasta ve kontrol grubunun perife-
rik kanlarinda flow sitometrik yontemle CD3, CD4,
CD8, CD25, CD56, CD161 ve Vo24 monoklonal
antikorlar1 kullanilarak T lenfosit alt gruplari arasti-
rildi. Flow sitometri i¢in alinan kan o6rnekleri 2 saat
iginde c¢alisildi. Hiicreler CD3, CD4, CD5, CDS,
CD25, CD56, CD16+56 monoklonal antikorlar
ile standart prosediir kullanilarak boyandi. Analitik
flow sitometri Coulter EPICS XL-MCL (Beckman
Coultere U.S.A) cihazi1 kullanilarak yapildi. Toplam
10.000 hiicre sayildi. Gerekli voltaj ayarlar1 yapi-
larak ve her hastada izotipik kontroller kullanila-
rak sonuglar yorumlandi. Verilerin karsilagtirilmasi
SPSS 11.0 versiyonu kullanilarak Mann-Whitney
U testi ile yapildi. Onemlilik araligi olarak p<0.05
kullanildi.

BULGULAR

Total T hiicreler, CD4+ Th hiicreler, CD3+CD56+
NKT hiicreler ve Va24+CD161+ NKT hiicre-
ler agisindan hasta ve kontrol grubu arasinda fark
saptanmadi. CD8+, CD16+56+ NK hiicreler ve
CD4+CD25+ regiilator T hiicrelerin ise hastalarda
kontrollere gore diisiik diizeylerde bulundugu sap-
tand1.

Sekil 1. Hasta ve kontrollerde T len-
fosit oranlari
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Tablo 1. Hasta ve kontrollerde T lenfosit oranlari (ortala-
ma + SD)

Hasta % Kontrol % P

Total CD3 63,60+ 595 67,31+6,35 p<0,05
CD4+ Th 40,19 + 49,04 38,50 + 4,63 p>0,05
CD8+Te 2137572 3479+574 p<0,05
CD56+NK 14,00 4522 17,76 4599 p<0,05
CD3+CDS86+ 55r1424 469+287 p>0,05

NKT
C|E)4+CD25+

Treg
CD4+ Th/CD8+
Tc

1,89+1,24 5,87 +2,36 p<0,001

1,94+0,70 1,14+£0,31 p<0,05

TARTISMA

Treg hiicreler otoimmiin cevaptan korunmada
o6nemli olan hiicrelerdir. Kronik hepatitten otoim-
miin hepatite geciste bu hiicrelerin sayica azalmasi
rol oynayabilir. Kronik HCV infeksiyonlu ve mikst
kriypoglobiilinemi gelisen semptomatik hastalar-
da Treg sayisinda belirgin azalma saptanmistir [4].
CD25+CD4+ Treg hiicrelerin CD8+ sitotoksik T
hiicre cevabimi negatif etkiledigi bilinmektedir. Bu
nedenle de hiicre i¢i parazitlere ve viriislere karsi
immiinopatolojik ve koruyucu immiin cevap Treg
hiicrelerden etkilenebilir. Bu sonuglar, HBsAg po-
zitifliginin sitotoksik yanittan sorumlu hiicrelerde
azalmaya neden oldugunu ve immiin regiilasyonda
o6nemli rolleri olan T regiilator hiicrelerde izlenen bu
azalmanin kronik hepatit gelisiminde veya hepato-
maya gidiste rol oynayabilecegini diisiindiirmekte-
dir. Furuichi ve arkadaglariin yaptiklari ¢alismada
anti-CD25 mAb ile tedavi edilen farelerde DNA asi-
sinin HBV-spesifik CD8+ T hiicre cevabini artirdigi
gosterilmis ve Treg hiicreleri azalan farelerde bu ar-
tan CD8 cevabinin daha fazla hafiza hiicre geligimi
ile sonlandig1 gosterilmistir [5]. CD161+ CD56+/-
CD1d reaktif NKT hiicrelerin hepatit modellerinde
inflamatuvar yaniti pozitif veya negatif yonde dii-
zenledikleri gosterilmistir [6]. Bir baska caligmada
invariant NKT hiicrelerin kronik hepatitte progresif
karaciger hasarina cevap verebildigi ya da CDI1d
aracihigiyla lipit ligandlarla tetiklenerek ve IL-4,
IL-13 gibi fibrozis ile ilgili sitokinleri salgilayarak
karaciger hasarina katkida bulunabilecekleri goste-
rilmistir [7,8]. Ayrica CD1d sinirli ancak alpha-Gal-
Cer’e reaksiyon vermeyen non-klasik NKT hiicrele-
rinin hepatit B viral antijenlerini sunan hepatositlere

cevap vermede aktive olduklar1 gdsterilmistir. Insan
karaciger dokusunda biiyiikk oranda CD56+ NKT
hiicreler bulunurken iNKT’lerin az oldugu bulun-
mustur [9]. Daha 6nceki bir ¢alismada kronik HCV
enfeksiyonu olan karacigerlerde CD56+ T hiicreler-
de ve Va24+ T hiicrelerde belirgin azalma oldugu
gosterilmistir [10]. Yine bir bagka ¢alismada sirotik
karacigerde azalmig CD56+ T hiicre ve NK hiicre
sayisinin hepatoselliiler karsinomaya yatkinlikla
ilgili olabilecegi bildirilmistir [11]. Bizim ¢alisma-
mizda da Vo24+CD161+ NKT hiicrelerde yiiksel-
me saptanmamistir. Bu hiicrelerin periferik kandaki
oranlar1 %0.1’in altindadir ve kronik hepatitli hasta-
larda oranlar1 saglikli kontrollerden farkli bulunma-
mistir. Benzer olarak HCV enfeksiyonlu hastalarda
yapilan bir baska c¢aligmada da Va24/VB11+ NKT
hiicrelerin 0.01-0.14% gibi ¢ok diisiik diizeylerde
bulundugu ve normal bireylerde de oranlarin buna
benzerlik gosterdigi bildirilmistir [12]. Gonzalez ve
arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada, HCV in-
fekte hastalarda sirkiilasyondaki non-iNKT hiicre-
lerinde 6nemli bir artis gdzlenirken iNKT hiicrele-
rinde bir farkliligin gézlenmedigi belirtilmistir [13].
Hepatoselliiler kanserli hastalarda hiicresel cevapta
bozulma ve immiin fonksiyonlarda dengesizlik or-
taya cikabilir. Hiicresel cevapta gelisen bu yetersiz-
lik viral replikasyonu 6nleyemez hale gelir ve hasta-
lik kroniklestikten sonra karacigerdeki inflamasyon
zamanla fibrozis ile sonuglanir [14]. Biitiin bulgular
ortak olarak degerlendirildiginde CDI1d-reaktif T
hiicrelerin konagin ¢esitli durumlarina gore karaci-
gerde koruyucu immiin cevabin yani sira hasarla-
yic1 cevaba da katkida bulunabilecegini gdstermek-
tedir [15]. NKT hiicreleri immiin aracili karaciger
hasarinda karacigerde pro ve anti-inflamatuar ce-
vaplar arasinda bir denge unsurudur [16]. Alter ve
arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismanin verileri, HCV
infeksiyonunun erken kontrol ve temizlenmesinde
NK hiicrelerinin 6zel bir popiilasyonunu isaret et-
mektedir [17].

Hasta grubumuzu olusturan kronik vakalarda
ve hepatoselliiler kanserde aktif hiicresel immiin ce-
vabin yetersiz kalmas1 dikkat cekicidir. immiin fak-
torlerin degerlendirilmesi erken tani veya prognoz
degerlendirmesi agisindan yararli olabilir. Bu veri-
ler dogrultusunda gergeklestirilecek yeni ve daha
kapsamli calismalar konuya agiklik getirebilir.
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