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Kronik hepatit B’li hastalarda karaciger dokusu ICAM-1 ve

ICAM-3 diizeyleri

The level of ICAM-1 and ICAM-3 in liver tissue in patients with chronic hepatitis B
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Giris ve amac: Hiicreleraras1 adezyon molekiilii (ICAM)-1 esas olarak
l6kositlerin inflamasyonun oldugu dokuya ait hiicrelerle adezyonundan,
ICAM-3 ise daha cok lenfositlerin immiin sistemin diger hiicreleriyle
adezyonundan sorumludur. Yetersiz dentritik hiicre fonksiyonu hepatit
B viriis enfeksiyonunun kroniklesmesinden sorumlu tutulmakta olup
ICAM-3 dentritik hiicrelerin lenfositlerle adezyonundan asil sorumlu
molekiildiir. Bu ¢caligmanin amaci kronik hepatit B’ li hastalarda ICAM-
1 ve ICAM-3 diizeylerini belirlemektir. Gere¢ ve yontem: Calismaya
HBs Ag pozitif, histopatolojik olarak kronik hepatit tanis1 konulmug 31
olgu ile viral ve otoimmiin markerlar1 negatif olup karaciger biyopsisi
normal olarak degerlendirimis 24 olgu alind1. Olgularm biyokimyasal ve
serolojik tetkikleri yapildi, karaciger dokusunda hepatosit, siniizoid
endotel ve lenfositlerinde ICAM-1 ve ICAM-3 diizeyleri immiinhis-
tokimyasal metodla bakildi, sonuglar boyanma yogunluguna gére 0-3
araliginda skorlanarak degerlendirildi. Bulgular: Kronik hepatitli olgu-
larada hepatosit ICAM-1 skorunun (1.48+0.9) Kkontrol grubundan
(0.66+0.4) yiiksek oldugu goriiliirken (p<0.001), bu olgularda siniizoid
endotel ve lenfositlerinde ICAM-3 diizeyinin kontrol grubundan yiiksek
olmadigr goriildii (p>0.05). Sonug: Kronik hepatitli olgularda
karacigerde lenfositik ICAM-3 skorunda beklendigi gibi artis olmayip,
hastaligin fizyopatolojisinde ICAM-3" le iligkili fonksiyonlarin, bagh
olarak dentritik hiicre-T lenfosit adezyonunun yetersizliginin rolii ola-
bilecegi diistiniilebilir.

Anahtar sozciikler: Kronik hepatit B, ICAM-1, ICAM-3.

GIRiS

Hepatit B yeryuziinde yaklasik ti¢cylizmilyon
insani1 etkileyen yaygin bir enfeksiyondur. Viriis
alindiktan sonra konakg¢inin olusturacagi
immin yanitin yeterliligine gore enfeksiyon son-
landinlir veya konak¢ kronik viriis tasiyicis
haline gelir. Bundan sonra karacigerde ucu
fibrozise kadar varan kronik hastalik dénemi
baslar. Immun yanitin olusmasinda MHC ile
sinirlanmis T lenfosit yaniti ve buna bagh olusan
sitokinler rol oynamakta olup adezyon molekiil-
leri hiicreler arasi etkilesimin saglanmasi icin
gerekli olan molekiillerdir (1). Hiicreleraras:
adezyon molekili (ICAM)-1 ve ICAM-3 immun-

Background and aims: Whereas intercellular adhesion molecule
(ICAM)-1 is primarily responsible for the adhesion between the leuco-
cytes and cells of inflamatory tissue, ICAM-3 is responsible for the
adhesion between lymphocytes and other cells of the immune system.
Chronic Hepatitis B infection is caused by inadequate dendritic cell
function and ICAM-3 is the primary molecule causing the adhesion
between dendritic cells and lymphocytes. The aim of this study was to
determine the ICAM-1 and ICAM-3 expression of patients with chronic
hepatitis B infections. Materials and methods: Thirty one patients with
HBs-Ag positivity and histopathologically diagnosed as chronic hepati-
tis and 20 cases with normally liver biopsy results entered the study.
Biochemical and serological evaluation of cases was made; ICAM-1 and
ICAM-3 expression were determined by immunohistochemical methods
in the hepatocytes, sinusoidal endothelium and lymphocytes of the liver
tissues. Results were evaluated according to staining density with a
score of 0-3. Results: Hepatocyte ICAM-1 expression (1.48 + 0.9) was
higher in chronic hepatitis cases (p<0.001) than the control group (0.66
+ 0.4) but there was no significant difference in ICAM-3 levels in sinu-
soidal endothelium and lymphocytes (p>0.005). Conclusions: As there
was not such an increase in liver lymphocyte ICAM-3 as expected in
chro-nic hepatitis patiens, the suggests that ICAM-3 related functions
and inadequate dendritic cell-T lymphocyte adhesion may play a role in
the pathophysiology of this disease.
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globtilin stiperailesinden olup bes tip ICAM mev-
cuttur (2). Bunlardan ICAM-1 ve 2 siklikla
vasktiler endotelden sentezlenmekte olup, ICAM-
3 daha cok istirahat halindeki lenfositlerden sen-
tezlenmektedir (3,5).

ICAM-1 dagilimi sinirh dokularda olmakla birlik-
te, sentezi interlokin (IL)-1, timor nekrotize edici
faktor (TNF) ve interferon (IFN) gama gibi pro-
inflamatuvar sitokinlerin kontroliinde olup infla-
masyon  halinde fibroblastlarda, timor
hiicrelerinde, bilier epitel hiicrelerinde ve
hepatositlerde sentezlenebilmektedir (6,7). ICAM-
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Resim 1. Siniizoidal endotel ve lenfoid hiicrelerde ICAM-1
ekspresyonu (X40)

1 sentezlendigi dokularda notrofil kemotaksisi,
MHC ile siirlanmis ve MHC ile sinirlanmamis
hiicre 6liimiinden sorumludur (8).

ICAM-3 bes immunglobulin yapidan olusur ve
immiin cevabin baslamasini saglayan asil
molekildiir (9). Tirozin kinaz ve protein kinaz C
tarafindan fosforile edilerek aktivasyonu
saglanir (10). Son yillarda ¢esitli calismacilar
tarafindan ICAM-3'Un dentritik hiticrelerin T
lenfositleriyle adezyonunu saglayan ana molekiil
oldugu, bu islemi dentritik hiicreler tizerindeki
DC-SIGN reseptorlerini kullanarak
gerceklestirdigi bildirilmistir (11,12). Ote yandan
kronik hepatit B (KHB) fizyopatolojisinde dentri-
tik hiticrelerin virusii yeterince isleyip immiin sis-
teme sunamamasinin olusan immiin yanitin
yetersizligine yol actigina dair goruslerin 6n
plana ¢ikmasi bu adezyon molekiiliiniin 6nemini
arttirmaktadir (13,14).

Bu calismanin amaca KHB’ 1li hastalarda
karaciger dokusu ICAM-1 ve ICAM-3 diizeylerini
saptamak ve bu adezyon molekiillerinin
hastaligin seyri ile iliskisini belirlemektir.

GEREC ve YONTEM

Hasta Secimi

2000 yili icerisinde Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi hastanesi i¢ Hastaliklar1 kliniklerinde
KHB tanist alan 31 olgu calisma grubu olarak
alindi. Kronik hepatit B tanis;; HBS Ag pozitif,

Resim 2. Hepatositlerde (kalin ok) ve portal alandaki (ince ok)
lenfoid hiicrelerde ICAM-3 ekspresyonu (X25)

Hbe Ag pozitif/negatif olup dért aydan uzun siire
normal ALT degerinin (<40IU) 1.5 kat1 ytiksek-
ligi olan, PCR-HBV DNA’s1 pozitif olgularin
karaciger biyopsisi histopatolojik sonucuna gore
konuldu. Kronik alkolizm, metabolik veya otoim-
min karaciger hastaligi hikayesi veya dekom-
panse karaciger hastaligr bulunanlar ¢alismaya
alinmadi. Ote yandan serolojik olarak uygun
kitler kullanilarak hepatit A,C, Delta , Epstein Bar
Virus, Sitomegaloviriis ve otoimmiin hepatit
varligi ekarte edildi. Kontrol grubu olarak
calisma siliresince ve daha onceki donemlerde
hastanemiz polikliniklerine basvurup karaciger
enzim ytiksekligi bulunan (>6ay, >60IU) ancak
serolojik viral (Hepatit A,B, C, Delta, EBV, CMV)
ve otoimmiin (diiz kas antikoru, anti mitokon-
driyal antikor, anti niikleer antikor) hepatit
markerlar1 negatif ,bilinen kronik hastaligi ve
ila¢ kullanim 6ykiisit bulunmayip enzim yiuk-
sekliginin sebebini belirlemek iizere karaciger
biyopsisi yapilan ve karaciger biyopsisi histopa-
tolojik tanist normal olan 24 olgu alind1 (15). Bu
olgularin belirlenmesinde 6ncelikle patoloji labo-
ratuvart arsiv  kayitlarindan yararlanildi.
Ayrnintil fizik muayene, biyokimyasal tetkikler ve
karaciger dokusu ICAM-1 ve ICAM-3 diizeyi belir-
lenmesi her iki gurupta gerceklestirildi. Hepatit
markerlarinin olciilmesi Abbott USA elisa kitleri
ile Random access Elisa Sisteminde AXYM cihazi
kullanilarak gerceklestirildi. HBs Ag ve Anti HCV
icin kesim noktasi sirasiyla 2 ve 1 olarak kabul
edildi.
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Tablo 1. Calisma ve kontrol grubu karakteristik ve demografik
bilgileri

Calisma Grubu(n:31) Kontrol Grubu(n:24)

Yas (yil) 38.3+9.1 39.5+9.09
Cinsiyet (K/E) 21/11 11/9
Albtimin (gr/dL) 4.0+0.4 4.6+0.6
D Biluribin (gr/dL) 24442 1.02+0.4
ALT (I/U) 97.2+54.06 60.37+15.7
Grade 5.74+42 -
Stage 1.32+1.2 -

Histopatoloji

Karaciger organ biyopsisi ultrasonografi rehber-
liginde 16 numara igne kullanilarak yapildi.
Dokular %10 formalin icerisinde saklandi. Doku
ornekleri rutin olarak parafin bloklara gémiildd,
4-5um kalinliginda kesitler alindi ve hemotok-
silin-eozin, periodik asid-schiff, Van-Gieson,
Gomori retikiilin, mason trikrom ve Pearl’iin
demir histokimyasal boyalar ile gerekli boyama
islemi yapildi. Parcalar 1s1k mikroskobunda
degerlendirildi (Olympus 3x50). Calisma ve kon-
trol grubu karaciger biyopsileri patoloji laboratu-
arinda ayni potolog tarafindan degerlendirildi,
biyopsi 6rnekleri HAI'ye gore (peacemeal nekroz,
lobiiler dejenerasyon ve portal inflamasyon)
toplam 18 puan tlizerinden derecelendirildi
(16,17).

Immiinohistokimya

Immiinohistokimyasal boyanma icin kesitler
deparafinize edildikten ve hidrojen peroksitle
endojen peroksidaz aktivitesi inhibe edildikten
sonra, 20 dakika sitrat buffer (0.01 mol/])
icerisinde mikrodalgada 1s1tildi. Ardindan ICAM-
1 (CD54) monoklonal mouse antikorlarn (diltsy-
on 1:75, Seratec, UK) ve ICAM-3 (diltisyon 1:150
Neomarkers, USA) damlatild1 ve 4°C'de 1 gece

inkiibe edildi. Amplifikasyon ve enzim sistemi
icin biotinli tavsan anti-mouse sekonder antikoru
ve streptavidin-peroksidaz molekiilii, kromojen
olarak AEC sistemi (Labvision TP-125-BM) ve zit
boyama i¢in Mayer hematoksilen kullanildi.

Imminohistokimyasal yontemle uygulanan
ICAM-1 ve ICAM-3’liin hepatositler, sintizoid
endotel hiicreleri ve sintizoidal lenfositlerin bo-
yanma paterni ve boyanma yogunlugu
degerlendirildi. Derecelendirilme dokularin boya
alma yogunluguna gore semikantitatif olarak
boya almayan (0), hafif (1), orta (2) ve siddetli (3)
boyanan olmak tizere dort kategoride yapildi.

Istatiksel Degerlendirme

Gruplann karsilastirlmasinda Man Whitmey U
testi, Student-t testi kullanildi. Degiskenler
arasindaki iliskinin belirlenmesi icin Pearson
Korelasyon Analizi testi kullanildi. Istatiksel
olarak anlaml deger p<0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Hasta ve kontrol grubu yas ve cinsiyet olarak bir-
birine benzerdi (p>0.05). Calisma ve kontrol
grubu Albumin (Alb) ve direk biluribin (DB)
degerleri birbirine benzerken ALT ortalama
degerleri calisma grubunda (97.2+54.06) kontrol
grubundan (60.37+15.7) anlamli yuksekti
(p<0.05) (Tablo 1). Calisma grubunda ortalama
viral ytiik 324+467.77 pq/ml olarak hesaplandi.
Yine calisma grubu histolojik aktivite indeksi
(HAI) grade ve stage’i ortalamalari sirasiyla
5.74+4.2 ve 1.3241.2 olarak belirlendi. Calisma
ve kontrol grubu arasinda siniizoidal lenfosit ve
endotel ICAM-1 ve ICAM-3 skorlan arasinda
anlaml fark olmadig: belirlendi.(p>0.05, Tablo
2). Calisma grubu hepatosit ICAM-1 skorunun
(1.48+0.9) kontrol grubu hepatosit ICAM-1 sko-
rundan (0.66+0.4) anlamli yiiksek oldugu
gozlenirken (p=0.001) calisma grubu hepatosit

Tablo 2. Calisma ve kontrol grubu hepatosit, siniizoid endoteli ve lenfositleri ICAM-1 ve ICAM-3 ortalama skorlari.

ICAM-1
Siniizoidal Siniizoidal Hepatosit
Lenfosit Endotel
Calisma Grubu (n:31) 0.25+0.4 0.32+0.47 1.48+0.9
Kontrol Grubu (n:24) 0.34+0.3 0.2+041 0.66+0.4
P Degeri 0.89 0.58 0.001

ICAM-3
Siniizoidal Siniizoidal Hepatosit
Lenfosit Endotel
1.64+0.9 1.06+0.44 0.93+0.96
1.25+0.9 091+0.5 0.75+0.5
09 0.53 0.08
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Tablo 3. Anti Hbe Ag pozitif ve Hbe Ag pozitif olan olgularin hepatosit, siniizoid endoteli ve lenfosit ICAM-1 ve ICAM-3 ortala-

ma skorlari.

ICAM-1 ICAM-3
Siniizoidal Siniizoidal Hepatosit Siniizoidal Siniizoidal Hepatosit
Lenfosit Endotel Lenfosit Endotel
Anti Hbe Ag Pozitif Grup (n:22) 0.22+0.6 0.30+0.14 1.54+0.3 1.58+0.2 1.22+0.3 0.84+0.6
Hbe Ag Pozitif Grup (n:11) 0.28+0.3 0.34+0.82 1.44+0.4 1.69+0.7 0.9+0.4 1.13+0.5
p >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05

ICAM-3 skoru (0.93+0.96) ile kontrol grubu
hepatosit ICAM-3 skoru arasinda anlamh fark
olmadigi gozlendi (p=0.08) (Resim-1,2).

Kronik hepatitli olgularin patoloji skor ortala-
malar karsilastirildiginda hepatosit ICAM-1 sko-
runun (1.48+0.9) ICAM-3 (0.9340.96) skorundan
anlaml yiiksek oldugu (p=0.001), siniizoidal
lenfosit ve endotel ICAM-3 skorlarinin ICAM-1
skorlarindan anlamli ytksek oldugu gozlendi
(p=0.001, p=0.001).

Korelasyon analiz sonucunda kronik hepatitli
olgularda hepatosit ICAM-1 skorunun stage ile
negatif (r=-0.39, p=0.03), grade (r=0.52, p=0.002)
ve viral yiik (r=0.46, p=0.008) ile pozitif korelas-
yonu oldugu gorildi. Yine bu olgularda doku
ICAM-3 skoru ile grade arasinda ve ICAM-1
arasinda korelasyon olmadigi gozlendi (r=0.34,
r=0.28, p>0.05).

Kronik hepatit B’li olgularin 22 sinin AntiHBe Ag
‘si pozitif (pre-core mutant grup) 11'in ise
HbeAg'ni pozitif olarak belirledi. Bu iki grup
olgunun karsilastirmas:t yapildiginda doku
ICAM-1 ve ICAM-3 diizeyleri arasinda anlamh
fark olmadig1 gozlendi (p>0.05) (Tablo-3).

TARTISMA

Inflanmasyon ve ilgili olarak gelisen immunolo-
jik yanitta lokositler, diger lokositler, vaskiiler
endotel ve trombosit gibi hiicrelerle adezyon
olustururlar. Lokosit ve 06zellikle lenfositlerin
kendi aralarinda etkilesiminden asil sorumlu
adezyon molekiili ICAM-3’ iken ICAM-1 daha
cok endotel ve inflamasyonun gerceklestigi
organa spesifik hiicrelerin l6kositlerle adez-
yonundan sorumludur (8,11).

ICAM-1 inflamasyon sonucunda olusan immun
yanit sonrasinda salinimi artan sitokinlere (TNF,
IFN-gama gibi ) bagh sentezlenmekte olup infla-
masyonun erken mediatori olarak kabul edilir

(6). Ik olarak Horiike ve arkadaslan tarafindan
kronik hepatit B’ de ICAM-1'in inflamasyonun
aktif fazinda ytikseldigi, HAI grade’i ile pozitif
korele bir sekilde arttigi gosterilmistir (18). Ote
yandan cesitli calismacilar ICAM-1 ekspresyonun
viral yik ve ALT enzim vytuksekligine paralel
olarak ytiikseldigini ve hastaligin siddetinin iyi bir
gostergesi oldugunu bildirmislerdir (18-20).
Calismamiz sonucunda kronik hepatitli olgular-
da literatiirle uyumlu olarak hepatosit ICAM-1
diizeyleri yiiksek cikmis, viral yiik ve HAI grade’i
ile pozitif korelasyon gostermistir. Yine ICAM-1
dizeyinin HAI grade skoruyla pozitif, stage sko-
ruyla negatif korelasyonunun olmas: fibrozis
siireci basladiginda inflamasyonun azalmaya
basladigini diisiindiirmektedir.

ICAM-3’ in Ozellikle istirahat halindeki T lenfo-
sitlerinde sentezlendigi ve dentritik hiicreler ile T
lenfositlerinin etkilesimini saglayan ana adezyon
molekili oldugu cesitli calismacilar tarafindan
gosterilmistir (11,12,21). Inflamatuar dermatoz,
AIDS, romatoid artit, membranoproliferative
glomertilonefrit ve troiditler gibi bircok viral ve
otoimmiin kronik hastalikta doku ICAM-3 diizey-
lerinin yiiksekligi bildirilmistir (22-25). Bu
calisma kronik B hepatitinde doku ICAM-3
diizeyleri ile ilgili literatiirdeki ilk calisma olup,
beklenenin aksine, karacier doku ICAM-3
diizeyleri kontrol grubundan farkli citkmamaistir.
Kronik hepatitte stirekli bir inflamasyon ve o
bolgede basta lenfositler olmak tiizere inflamas-
yona ait hicrelerde birikme, bu hiicreler
tarafindan salinan ilgili molekiillerin varhiginda
artis beklenen bir durumdur. Ancak sintizoid
endotel ve lenfositlerinde ICAM-3 diizeyinin
kontrol grubundan farkli cikmamis olmasi bu
bolge hiicrelerinin ICAM-3 ekspresyonunda yeter-
sizlik oldugunu diisiindiirmektedir. Ote yandan
viral hepatitlerin kroniklesmesinde konakg¢iya ait
yetersiz immun yanitin yeri uzun yillardir bilin-
mekte olup antijen sunan dentritik hiicrelerle
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ilgili aksakliklarin bu yetersiz immun yanitin
onemli bir parcasini olusturduguna inanilmak-
tadir (13,14,26). Tanimato ve arkadaslarinin
yaptiklarn calismada kronik B ve C hepatitinde
CD 83 porzitif dentritik hiicrelerin inflamasyon
alaninda artmis miktarda bulundugunu goster-
mis olmalar1  dentritik  hicrelerle ilgili
bozuklugun niteliksel oldugunu duistindiirmekte-
dir (27). Calismamiz sonuclarlt gz Oniine
alindiginda muhtemel bozukluklardan birisinin
ICAM-3'lin yetersiz ekspresyonu ve buna bagh
dentritik hiticreyle T lenfosit etkilesiminin yete-
rince gerceklesememesi olabilecegi diistiniilebilir.
Ote yandan bu calismanin dentritik hiicrelerin
hiicre kiiltiirinde tretilmesi ve spesifik hiicre
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