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Deneysel bir model(*)

Hepatic damage due to T cell activation: An experimental model

Nuray Giirel-Polat,! Suzan Adin-Cinar,2 Aydin Cevik,2 Mutlu Kiiciik,2 Selim Badur!

Istanbul Universitesi! Istanbul Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji ABD Viroloji ve Temel Immiinoloji BD, 2Deneysel
Tip Arastirma Enstitiisii, Istanbul

Iletisim / Correspondence: Nuray Giirel-Polat Adres / Address: Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji, Klinik
Mikrobiyoloji AD, Capa, Istanbul E-mail: nurayselcuk@hotmail.com

OZET

Bircok infeksiyon hastaliginda oldugu gibi deneysel modeller olusturularak énemli saglik sorunlarindan olan hepatitlerin immii-
nopatogenezi aydinlatilmaya ¢aligilmaktadir; bu amacla ilk asamada immiinolojik etkili mitojen veya toksik madde injeksiyonu
ile deney hayvanlarinda hepatit tablosu olusturulmaktadir.

Calismamizda T hiicre aktivasyonuna bagli hepatik hasarin gelisimi deneysel olarak arasgtirilmistir. Bu amagla BALB/c fareler-
de intravendz ( 10ug/ml ) endojen mediator lipopolisakkarit ( LPS ) injeksiyonu ile akut inflamatuar karaciger hastaligi; lektin-
lerden Con-A'min intravendz (0.3mglfare) injeksiyonu sonucu otoimmiin kronik aktif hepatit gelisimi gozlenmistir. Akut hepatik
hasar 24 saat iginde plazma transaminazlarimn artist ile izlenmigtir. Periferik kan lenfosit alt gruplari (CD4, CD8, CD3 ve
CD2S5) flow sitometri ile aragtirilmigtir. Histopatolojik olarak, kontrol gurubuna oranla deney grubunun karaciger dokularinda
sentral venler ¢evresinde ve portal alanlarda mononiikleer ve polimorfoniikleer hiicre infiltrasyonu sonucu karaciger hasari tes-
pit edilmis olan ¢alismada, Con-A ve LPS verilen gruplarda NK ve CD25 (swrasiyla p<0.01; p<0.005 ve p<0.0003; p<0.0001)
ekpresyonunda belirgin artis gozlenmistir.

Bu deneysel model, T hiicre aktivasyonuna bagl hepatit gelisiminin aragtirilmasinda rol oynayan hiicrelerin gosterilmesi ve
ayrica immiin sistemin diger mekanizmalarinin aragtirilmast i¢in de uygun olacaktir.

Anabhtar kelimeler: BALB/c fare, con-A, LPS, karaciger hasari, periferik lenfosit altgruplar

SUMMARY

This study attemps to have an insight into the immunopathogenesis of viral hepatitides, which are a major health problem thro-
ughout the whole world. For this purpose, hepatitis has intentionally been produced in laboratory animals by injecting them mi-
togenic or toxic substances know to have an immunologic effect the immune system.

In this study, development of hepatic damage due to T. cell activation was investigated in vitro. By injecting 1v 10ug/iml endoge-
nous mediator lipopolysaccharide ( LPS ), acute inflammatory liver disease was produced in BALB/c mice. Likewise, autoimmu-
ne chronic active hepatitis was observed to develop in the mice in which Con-A of the lectins was used ( 1v 0,3 mg/mice ). Acu-
te hepatic damage was evidenced by the increase of the transaminase levels followed up for 24h. A flow cytometer was used in
measuring the peripheral blood lymphocyte subgroups of CD4, CDS8, CD3, NK and CD25. In the Con-A and LPS groups, a sig-
nificant increase in the expression of NK ( p<0,01; p<0,005 respectively ) and CD25 ( p<0,003; p<0,0001 respectively ) was
observed. The histopathological examination of the liver tissues of both the control and experiment groups revealed that in the
latter group, there was hepatic damage around the central veins and portal areas due to mononuclear and polymorphonuclear
cell infiltration.

The results show that the experimental method employed in this study will make it possible to investigate cells that are respon-
sible for the development of hepatitis due to T cell activation, various cytokines and apoptosis .

Key words: Balb/c mice, Con-A, LPS, liver damage, peripheral lymphocyte subgroups.

(*) Bu ¢alisma Ill. Ulusal Viral Hepatit Simpozyumunda (Ankara, 1996) sunulmugtur.
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GIRIS

Viral hepatitler tiim diinya iilkelerinde onemli bir
saglik sorunudur ve konu ile ilgili olarak ¢ok sa-
yida aragtirma yapilmaktadir. Bu caligmalardan
bir boliimiinde, hayvan modelleri olusturularak
viral hepatitlerin immiinopatogenezi aydinlatilma-
ya calisilmakta, bu amagla ya virus transferi ya
da immiinolojik etkili mitojen veya toksik mad-
de injeksiyonu ile deney hayvanlarinda hepatit
tablosu olusturulmaktadir. Biyolojik olaylarda en-
dojen mediator olan Gram negatif bakterilerden
elde edilen lipopolisakkarit (LPS) injeksiyonu ile
akut inflamatuar karaciger hastaligi, ayrica T
hiicrelerinin aktivasyonunu saglayan lektinlerden
concovalin A'nin (con-A) injeksiyonu ile otoim-
miin kronik aktif hepatit gelisimi miimkiindiir.
Con-A ile indiiklenen hepatitin olusumu T hiicre
aktivasyonu ve cesitli sitokinlerin iiretimi ile bag-
lantilidir. Lenfositler ve mononiikleer hiicrelerden
lenfokinlerin salinimi in vitro stimiilasyonda pato-
fizyolojik bulgular hakkinda bilgi verir.

GEREC VE YONTEM

Calismada, 7-10 haftahk BALB/c farelerden olu-
san ilic deney hayvami gurubu kullanilmigtir. T
hiicre aktivasyonunu saglayan con-A (Sigma Che-
mical Co, St Louis, Mo, ABD) patojenden arin-
dirllmig PBS icinde (0.3 mg/fare), LPS ise (Esc-
herichia coli, 0.11: B4; Sigma Chemical Co, St
Louis, Mo, ABD) intravendz (10xg/ml) yoldan
injekte edilmigtir. Kontrol grubuna ayni sartlarda
PBS injeksiyonu uygulanmistir. injeksiyon sonun-
da aktif hepatik hasar olusumunu takip etmek
icin serum alanin aminotransferaz (ALT), serum
aspartat amino transferaz (AST) 24 saat icinde
plazma transferazlarin artisi ile takip edilmigtir.
Plazma transaminazlar kuru sistem (spotchem,
HESKA, ABD) ile degerlendirilmistir. Plazma
transaminaz degerlerinin artist sonucu periferik
kan lenfosit ylizey antijenleri Flow sitometri ile
caligilmigtir.

Flow sitometri calismasi. Periferik kan lenfosit
alt gruplarmin degerlendirilmesinde CD4*+ (Yar-
dimec1 T lenfositleri; Pharmigen, San Diego, CA,

ABD), CD8a (Sitotoksik T; Pharmigen, San Die-
g0,CA), Natural Killer (NK; Pharmigen, San Die-
go, CA), CD25 (IL-2 reseptorii; Pharmigen, San
Diego, CA) ve CD3 (Total T, Serotec, Ingiltere)
monoklonal antikorlar kullanilmistir. Nonspesifik
baglanma uygun izotipte isaretli antikorlar ile be-
lirlenmigtir. 100x1 heparinli kan uygun konsan-
trasyonda monoklonal antikor ile 10 dakika oda
isisinda inkiibe edildikten sonra 2 ml lysing so-
liisyonu (Becton Dickinson, ABD) eklenerek 10
dakika oda 1si1sinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda PBS ile 5 dakika 850 rpm'de santri-
fiij edildikten sonra, tist sivi uzaklagtirilmig ve 1
ml PBS %0.2 paraformaldehit eklendikten sonra
Flow sitometri (FACScan, Becton Dickinson,
ABD) cihazinda Lysis II yazilimi ile analiz edil-
migtir.

Histolojik degerlendirme. Hayvanlar serum tran-
saminazlarmin yiikselmesi sonucu 24 saat sonra
sakrifiye edilmigtir. Karaciger dokulart %10 for-
malinde fikse edilmis ve parafine gomiilmiistiir.
Histolojik degerlendirme i¢in Spym kesitler hazir-
lanarak ve hematoksilen-eosin ile boyanip 1s1k
mikroskobunda degerlendirilmisgtir.

Istatistiksel degerlendirme. Mann Whitney-U
testi kullanilmig, p<0.05 anlamli kabul edilmigtir.

BULGULAR

BALB/c farelere yapilan uyari injeksiyonlar1 so-
nucunda, plazma transaminaz seviyelerinin 24 sa-
at icinde en yiiksek diizeye ulastifi saptanmistir
(Tablo 1).

Periferik kan lenfosit yiizey antijenlerinden CD3,
CD4, CD8, CD25 ve NK ekspresyonlarindaki de-
gisim Flow sitometri ile calistimistir. CD3, CD4,
CDS8 ekspresyonu incelendiginde, kontrol grubu-
na gore anlamli bir fark saptanmamasma karsi-
lik, con-A ve LPS grubunda NK (p<0.01;
p<0.005), CD25 (p<0.0003; p<0.0001) ekspresyo-
nunun anlamli derecede arttig1 goriilmiistiir (Tab-
lo 2, 3). Histopatolojik olarak, kontrol grubuna
gore deney grubunun karaciger dokularinda, san-
tral venler gevresinde ve portal alanlarda mononiik-
leer ve polimorfoniikleer hiicre infiltrasyonu sonu-
cu karaciger hasar1 tespit edilmigtir (Sekil 1).
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Sekil 1. con-A ve LPS injeksiyonundan 24 saat sonra karaciger dokusunda goriilen degisikliklerin 1sik mikroskobu goriintiileri A: Kontrol
grubu, B,B'.C: LPS grubu, D: con-A grubu (Hematoksilen-eosin A,B,B''D x20, C x40 biiyiitme).

-“M'y'\

B:LPSx20

186



T hiicre aktivasyonuna bagl hepatik yikim: Deneysel bir model

Tablo 1. con-A ve LPS injeksiyonu sonrasinda plazma

transaminaz degerleri (24 saat).
Normal Deger
con-A LPS (IU/ml)
SGOT (AST)| 407.3 + 2241499.3+224 20 - 48
SGPT (ALT)| 493 + 53.3/39.1+47.8 20 - 45

Tablo 2. con-A injeksiyonu sonucu lenfosit yiizey antijenleri

ekspresyonunun kontrol grubu ile karsilagtiriimasi.

Con-A Kontrol p
CD4 3828 £11.9 | 29.1 + 87| 0.100
CD8 1842 £ 6 |20 = 72 0.550
CD3 492 + 13.6 | 52.1x19.9 0.730
CD25 307 £ 98 |52 =2 0.0003*
NK 414 + 35 |16 = 08 | 0.010

Tablo 3. LPS injeksiyonu sonucu lenfosit yiizey antijenleri

ekspresyonunun kontrol grubu ile karsilagtirilmasi.

LPS Kontrol p
CD4 317 = 11 | 29.1£8.7 0.480
CD8 30.1 = 17 | 20+7.2 0.130
CD3 402 = 225521199 0.230
CD25 33 £ 157 |52+2 0.0001*
NK 32 £ 14 1.6+0.8 0.005*

Tablo 4. con-A ve LPS'nin lenfosit yiizey antijenleri ekspresyonuna

etkisinin karsilagtiriimast.

Con-A LPS p
CDh4 383 = 119|317 + 11| 0.180
CD8 184 + 6 |30.1 = 17| 0.260
CD3 492 + 136 | 402 + 225| 0.590
CD25 307 £ 98|33 £ 157| 0.840
NK 41 = 35|32+ 14| 0.830

Con-A injeksiyonu sonucunda karaciger dokusun-
da morfolojik degisiklikler gozlenmigtir. Kontrol
grubuna gore doku biitiinliigliniin bozuldugu ve
vakuollesmenin oldugu saptanmigtir. Hepatositler-
de de sitoplazmanin azaldifi ve vakuollesmenin
arttig1 goriilmiistiir. Portal alanlara kan yoluyla
hiicre gocii ve damar etrafinda hiicre birikimi ol-
mugtur. Bu hiicrelerin kan yoluyla gelen 16kosit-
ler ve mononiikleer hiicreler oldugu diisiiniilmek-
tedir. Ciinkii con-A genel olarak T hiicre akti-
vasyonuna neden olur. Bundan dolay1 con-A'ya
bagli doku hasarlanmast mekanizmasi, karaciger-
de makrofajlar ve aktive olan yardimci T lenfo-
sitlerinin oldugunu diisiindiirmektedir. Mitojen ile
aktive edilmis CD4 lenfositlerinde CD25 ekspres-
yonunun kontrol grubuna gore anlamli olarak art-
mas1 bunun gostergesidir (Tablo 2).

LPS injeksiyonu sonucunda ise, con-A tablosun-
da goriilen degisiklikler gozlenmekle beraber da-
ha fazla nekrotik alanlar gozlenmistir. Karaciger
dokusunda goriilen hiicreler aras1 etkilesimin
azalmasi ve vakuollesmenin arttif1 saptanmugtir.
Inflamatuar hiicrelerin sentral venler ve portal
alanlara yogun gogli gozlenmistir. Periferik kan-
da NK hiicrelerinin artisida bunun gostergesidir
(Tablo 3). Kan yoluyla bu hiicrelerin dokuya go-
cli artmigtir. LPS' in injeksiyonu ile karacigerde-
ki makrofajlardan salgilanan inflamatuar sitokin-
lerin de doku hasarinda rol oynadigi diistiniilmek-

tedir (Tablo 3).
TARTISMA

Deneysel modellerin azligi nedeniyle hepatit ve
hepatoselliiler bozulmanin gelisimi hiicresel ve
molekiiler diizeyde tam calisilamamaktadir. Bu
yiizden uygun hayvan modelleri ile otoimmiin he-
patit gibi immiinolojik bazli hepatik hastaliklarin
patofizyolojisinin arastirilmasina olanak saglar. Bu
amagla calismamizda Con-A ve LPS kullanilmis-
tir. LPS, Gram negatif bakterilerin dis membra-
ninda bulunan kompleks bir glikolipiddir, kanda
bulunan soluble CDI14 molekiilii ile olusturdugu
kompleks ile endotelial ve epitel hiicreleri aktive
etmektedir. Kanda bulunan pikomolar konsantras-
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yonda bile etkili, makrofaj ve polimorfoniikleer
hiicrelerin aktivasyonuna neden olmakta boylece
immiin, inflamatuar ve vaskiiler sistemi etkilemek-
tedir(1).

Uyguladigimiz deneysel modelde, LPS'in kuyruk
veninden enjeksiyonu ile kan tablosunda IL-2 re-
septorii CD25 ekspresyonunda da anlamli oranda
artig saptanmugtir.

NK hiicrelerinde de kontrol grubuna goére artig
gozlenmigtir. Histopatolojik incelemede ise, por-
tal alanlarda hiicre birikimi goriilmiis, bu hiicre
grubunun kan yolu ile go¢ eden PMN ve NK
hiicreleri oldugu kanisina varilmigtir. Portal alan-
lar ve sentral venler cevresinde meydana gelen
nekrotik alanlarin kontrol grubuna gore fazlaligi
dikkat c¢ekicidir. Karaciger dokusundaki genel ha-
sar gorlinimii ve biiylik nukleuslu hiicreler 151k
mikroskobunda goriilmektedir. Bu hasar1 karaci-
ger makrofajlarinin aktive olmast ve bu aktivas-
yon sonucunda inflamatuar sitokinleri salgiladik-
lar1 ¢esitli ¢aligmalarla gosterilmistir. (2,3,9)

Galaktozamin (GalN)'e duyarli farelerde LPS
uyarisi ile monosit makrofaj hiicre grubundan si-
tokin saliniminin gergeklestigi, karacigerde nekro-
tik alanlarin olustugu gosterilmistir (4). Timor
nekroz faktor o (TNF a) karaciger hiicrelerinde
in vivo ve in vitro apoptosise neden olmaktadir
(4). Mizuhara ve arkadaglarinin (5) olusturdukla-
r1 deneysel modelde ise, con-A enjeksiyonu ile
cesitli saat araliklarinda karaciger, dalak, bobrek,
akciger ve kalp gibi organlari sakrifiye etmisler-
dir. Bu organlarin hemotoksilen-eosin boyasi ile
151k mikroskobunda incelenmesi sonucunda yal-
nizca karacigerde cesitli etkilerin oldugunu goz-
lemlemislerdir. Injeksiyondan 8 saat sonra hepa-
tositlerde hafif dejeneratif degisiklikler olmasina
ragmen, nekroz ve hiicre infiltrasyon goriilmemis-
tir. Oysaki, 24 saat sonra mononiikleer ve poli-
morfoniikleer hiicrelerin portal alanlara ve santral
venler cevresine gogiinii gozlemislerdir. Immiino-
histokimyasal boyanmalar sonucu bu go¢c eden
hiicrelerin CD4 T ve CD8 T hiicreleri oldugunu
saptamiglardir. Calismamizda, con-A enjeksiyonu
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sonucunda karacifer dokusu histopatolojisinde
benzer bulgular1 gozledik.

Con-A'nin artan dozu ile (>1,5 mg/kg) transmi-
nazlar 8 saat icinde saliima bagladigi ve kara-
ciger hasarlanmasinin elektron mikroskobik ince-
lenmesi sonucunda, hepatositlerde vakuol ve en-
dotelial hiicrelerde l6kosit birikimi gozlemiglerdir
(6). Con-A ile olusturulan hepatit modelinde se-
rumda IL-2 salinimmi 2 saat sonra Ol¢gmeye bas-
lanabilmesine ragmen 4 saat sonra maksimum
diizeye ulagir. Bizde calismamizda IL-2 resepto-
rii olan CD25 reseptor artisini kontrol grubuna
gore anlamh diizeyde (p <0.003) artmig oldugu-
nu saptadik.

LPS enjeksiyonu yapilan deney grubunda da an-
lamli artig olmasi (p<0.0001) bu reseptdriin mak-
rofajlar ve monosit yiizeyinde de bulunmasindan
kaynaklanmaktadir (6).

Ayrica LPS ile indiiklenen monosit-makrofaj hiic-
re grubundan TNF-a salinimi gergeklesecegin-
den karacigerde nekrotik alanlarin olugmasini te-
tiklemektedir. TNF- o karaciger hiicrelerinde in
vivo ve in vitro olarak apoptosise de neden ol-
maktadir (4,11). T hiicre mitojenik bitki lektini
olan con-A'nin injeksiyonu da TNF-« gibi he-
patik apoptosise de neden olmaktadir (2,1,7).
Con-A ile olusturulan modelde, T hiicre aktivas-
yonu sonucu salgilanan interferon ¥ (IFN-)7 'min
otoimmiinite, viral hepatitler ve karaciger allog-
raft rejeksiyonu gibi rolleri oldugu calismalarla
gosterilmistir (2,7). LPS ve con-A ile uyarilma
sonucu olusturmaya calistigimiz deneysel model
karaciger patolojisinde rol oynayan immiinolojik,
metabolik ve inflamatuar aragtirmalar i¢in uygun
bir model oldugunu ve ayrmtili ¢aligmalara ze-
min olugturacagimi gostermistir.
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