Az apoptosis immunhisztokémiai vizsgalata idiilt majgyulladasokban
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Studiu imunohistochimic al apoptozei in hepatitele cronice

Extinderea metodei examindrii histopatologice a biopsiilor hepatice s-a
datorat succesului obtinut prin tratamentul cu interferoni si medicamente
antivirale al hepatitelor C. In ultima perioad, importanta metodei a fost
subliniatd si prin recunoasterea caracterului dinamic §i bidirectional al
fibrozei, care a ridicat posibilitatea instituirii unui tratament antifibro-
tic, efectul caruia se poate urmdri iarasi prin biopsii hepatice. Numarul
relativ mare al biopsiilor hepatice ne-a dat ideea prelucrarii compara-
tive imunohistochimice a materialului bioptic, prelucrare, care conform
posibilitatilor noastre, cuprinde urmarirea procesului de apoptoza prin
evidentierea proteinelor BAX si BCL2, a populatiei limfo- si histiocitare
prin LCA, CD3, CD20, CD68, precum si a leziunilor cailor biliare, prin
CTKY7 si a transformarii celulelor ITO in miofibroblasti, prin Desmina
si GFAP. Studiul nostru a cuprins cazurile de hepatitd alcoolicd, hepatite
cronice B si —C, prin examinarea unui numar identic de cazuri. Din acest
studiu comparativ prezentim observatiile legate de apoptoza.
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A mijbiopsziak korszovettani vizsgalatanak elterjedését a
C-virus okozta méjgyulladas sikeres interferon és antiviralis
kezelésének pontos nyomonkovetése okozta. Az utdbbi
idében fokozta jelentéségét annak felismerése is, hogy az
elkotészovetesedés kétiranyu, dinamikus folyamat, ami
felvillantotta megfordithatésaganak lehet6ségét és az uj,
antifibrotikus kezelés, ugyancsak lelkiismeretes hatasko-
vetést igényel, amit csak majbiopsziak ismételt vizsgalata
biztosit [5]. A viszonylag nagy szamu anyag adta az Otletet
egy Osszehasonlité immunhisztokémiai vizsgalatra, ame-
lyet lehet6ségeinknek megfeleléen az apoptosis kovetésére:
BAX és BCL2, a nyiroksejt és histiocyta populatio tanulma-
nyozasara: LCA, CD3, CD20, CD68, valamint az epeutak
kéros elvaltozasainak kimutatasara: CTK7, és az ITO-sejt
- myofibroblast atalakulas kovetésére: Desmin, GFAP, ala-
poztunk. A vizsgalatokat idilt C- és B-, valamint alkoholos
majgyulladassal diagnosztizalt esetekben végeztiik, azo-
nos szamu esetcsoportokban. Ebbél az 9sszehasonlitasbol
mutatjuk be az apoptosisra vonatkoz6 megfigyeléseinket.

1. tablazat. Feldolgozott 6t év mdjbiopszids anyaga

Immunohistchemical study of apoptosis in chronic hepatitis

The liver biopsy has long been the gold standard for the evaluation of the
state of liver disease in patients with chronic hepatitis C. Nowadays, the
importance of this examination was increased by the recognition of the
fibrosis as a bidirectional and dynamic process. This raised the possibil-
ity of its reversibility and the antifibrotic treatment also requires attentive
follow-up of the effects by liver biopsies. The relatively increased num-
ber of the biopsies gave the idea of a comparative immunohistochemi-
cal examination basedon the following: evidence of apoptosis by BAX
and BCL2 proteins; a study of the lymphocyte and histiocyte population
by LCA, CD3, CD20, CD68; observation of the billiary vascular lesions
by CTK?7; following the transition of the ITO-cells in myofibroblasts by
Desmine and GFAP. We performed our observations in alcoholic, C-,
and B-hepatitis in identical number of cases. We present from this com-
parison our observation regarding only the apoptosis.
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Ot év méjbiopszids anyaganak atnézése kapcsan (1. tabla-
zat), megfigyeltiik, hogy a célzottan C-hepatitis miatt vég-
zett beavatkozasoknak megfeleléen az esetek tobb mint fele
C-virus okozta idiilt majgyulladas, mig alkoholos majgyul-
laddsos elvéltozasok, virusfertdzottség nélkiil, csak ritkan
keriiltek ttibiopszids vizsgalatra. Kutatasi csoportjaink nagy-
sagat, ezért féként az alkoholos biopszidk szama hatarozta
meg, amely 50 esetre korlatozta a kiilonb6z6 etiologiaj méj-
gyulladasos csoportokat. Az 50 alkoholos eset kijelolésében,
a virusmentességen kiviil, a biopszidk mérete volt a donté. Az
50-50 C- és B-virus okozta majgyulladasos eset kivélasztasa-
ban igyekeztiink betartani a nemek kozti egyenlé aranyt is.

Az apoptosis folyamatat meghatarozd két fehérjeféleség
kimutatasa alapjan alkoholos hepatitisben f6legaz elzsirosodott
majsejtek kozott talaltunk BAX pozitivitast, de ez a lebenyke
3-as zéndjanak megfeleléen is eléfordul véltozé intenzitassal.
Kifejezett a proapoptotikus fehérje megjelenése az elvaltozasok
koriili, un. hatarzéna mentén elhelyezkedé majsejtekben is.
Antiapoptotikus védettséget jelentd BCL2 pozitivitas a portalis

Ev Nr. U R F N Eletkor csoportok Mdjgyulladds
0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 Alc B C
2003 64 47 17 40 24 - 6 10 17 17 11 3 - 7 25 32
2004 113 84 29 52 61 - 5 21 28 41 8 1 12 36 65
2005 88 58 30 49 39 - 2 6 19 31 25 5 - 11 16 61
2006 82 61 21 33 49 1 4 12 33 20 6 - 12 15 55
2007 108 66 42 56 52 1 3 8 28 24 32 10 2 14 31 63
total 455 316 139 230 225 2 20 39 97 133 129 32 56 123 276
Osszesen 455 455 455 455 455

U=virosi, R=falusi, F=férfi, N=n6, Alc=alkoholos-, B=B-virus okozta-, C=C-virus okozta
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1. abra. Alkoholos mdjgyulladds: apoptosis hajlamot jellemzd immunhisztokémiai jelenségek

terek nyiroksejtjeit, az epeutak hamsjetjeit, valamint az 1-es
zo6na hepatocitait jellemzi (1.abra).

B-virus okozta idilt méjgyulladisban BAX pozi-
tiv majsejteket mind a lebenyke széli részén, mind pedig
pericentrolobuldrisan,valamint az elhalds és elkotdszovetesedés
hidjai mentén ki lehetett mutatni. Megjelent az apoptosis haj-
lam a portalis terek nyiroksejtjeiben, valamint a portalis erek
endotheliumaban is. BCL2 pozitivitast vegyesen taldltunk az
1-es és 3-as zona madjsejtjeiben, valamint a sinusoid koriili
orsosejtekben (myoepithelialis sejtek, Kupffer-sejtek) (2. abra).

C-virus okozta idiilt majgyulladas esetén az apoptosis
hajlam a lebenyke széli részén talalhato, valamint az elhalds
és kotdszovetesedés koriili hatarzona méjsejtjeiben okozott
BAX-pozitivitast. Apoptosissal szemben ellenallo, tehat
BCL2-pozitiv méjsejteket a majlebenyke széli részén, BAX-
pozitiv sejtekkel valtakozva, sikeriilt kimutatni. BCL2-
pozitivnak bizonyultak az interlobularis cholangiocytak és
a sinusoidok kortili orsoselytek is (3. abra).

Mindkét tanulmdnyozott fehérjeféleség a B-sejtes
lymphoma 2 (BCL2) pro- és antiapoptoticus mitochondrialis
fehérjék csoportjéba tartozik [10]. Altalanos tulajdonsaguk,
hogy nyilasokat (pérusokat) képeznek a mitochondrium
hartyéjan és ezt ugy érik el, hogy két molekula egyesiilésével
elegendéen nagy fehérjét hoznak létre, ahhoz, hogy atérjék
a kett6s, féligatereszté hartya vastagsagat, tehat diméreket
képeznek. A dimérek hetero-, vagy homodimérek lehetnek,
tehat BAX-BAX, BCL2-BAX és BCL2-BCL2 dimérképzésre
van lehetdség. A BAX-BAX dimérek fokozzak az
apoptosishajlamot, proapoptotikus hatassal rendelkez-
nek, mig a BAX-BCL2, illetve a BCL2-BCL2 diméreknek
apoptosist csokkent6 vagy gatlo, tehat antiapoptotikus
hatasuk van [12]. Egy sejt apoptotikus hajlamat tehdt ezen
dimérek aranya hatarozza meg.

Alkoholos hepatitisben a pericentrolobularis BAX
pozitivitds legelfogadhatobb magyarazatat az a kisérlete-
sen, emberi és allati eredetli majsejttenyészeteken, megfi-
gyelt jelenség adja, hogy az apoptosist ugyanaz a CYP2E1
citokrém, P450 enzim valtja ki, amely dont6 fontossagu az
alkohol lebontasaban is [9]. A sinusoid mentén elhelyez-
kedd majsejtek bontd tevékenységének eredményeként az
alkoholbdl acetaldehid keletkezik, hatasdra aktivalddik ez a
citokrém. Logikusnak tiinik, hogy a zsirosodashoz vezet
mechanizmus alapjan a fokozott apoptosis hajlamot jelz6
BAX pozitivitas is pericentrolobuldrisan legyen a legkife-
jezettebb. Az ,alkoholstressz” a méjsejtek érzékenységét
noveli a sejtek kivaltotta lizis irdnt és fokozza a természetes
0l6 T-sejtek aktivitdsat, ami az apoptosistdl eltéré mecha-
nizmusok fokozdédasara is felhivja a figyelmet [8].

B-virus okozta idiilt majgyulladas esetén a reaktiv nyi-
roksejtek szama és tipusa a szervezet reakcioképessége sze-
rint valtozik és arra utal,hogy a beteg képes-e megbirkédznia
virussal, vagy nem. A talalt BAX-pozitivitas az apoptotikus
hajlam megjelenésével jelzi, hogy az ilyen szervezetek nem
képesek megvédeni a majat a virusok hatasa ellen [2,11]. A
maj endothel sejtjeinek antigén-bemutaté szerepét ismerve,
immuncompetens sejtekként véaltoztatjak apoptotikus hajla-
mukat [7]. Szerepiik lehet ezen a mechanizmuson keresztiil
majdaganatok kialakitasaban is [1].

A C-virusnak mind pro-, mind pedig antiapoptotikus
hatasa is lehet [6]. Ezt a hatdst immunsejtek kozremiikodé-
sével, illetve az immunsejtekté]l fiiggetlentil kivalthatja
a C-virus, vagy annak valamilyen fehérjedsszetevéje. A
C-virus nagyon valtozékony fehérjeféleségeket tartal-
maz, amelyeknek megfeleléen egyetlen betegben tobb un.
quasispecies létezhet. Ezek hatdsa az apoptosisra érthet6
moddon valtozé [4]. Kiilon szerepet tulajdonitanak a vele-
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3. abra. C-virus okozta idiilt mdjgyulladés: apoptosis hajlamot jellemzé immunhisztokémiai jelenségek

sziiletett és szerzett informdacidk alapjan mitkodé un. innat-
és aquired immune systemnek, amelyek kozill a szerzett
immunlehet6ségek hibdja teszi lehetévé a virushordozast.
A virus hibalehetdségeken alapuld replikacids stratégi-
dja lehetévé teszi az immunnyomds alatti gyors evoluciot,
a virusantigének tartds magas szintje pedig kimeriti az
immunrendszert [3].

40

Irodalom

1.

Berg M. et al. - Cross-presentation of antigens from apoptotic
tumor cells by liver sinusoidal endothelial cells leads to tumor-
specific CD8+ T cell tolerance, Eur ] Immunol, 2006, 36:2960—-
2970.

Chen ML.T. et al. - A function of the hepatitis B virus precore
protein is to regulate the immune response to the core antigen,



Az apoptosis immunhisztokémiai vizsgalata idiilt majgyulladasokban

Proc Natl Acad Sci USA, 2004, 101:14913-14918.

Dustin L.B., Rice C.M. - Flying under the radar: The

immunobiology of hepatitis C, Annu Rev Immunol 2007,

25:71-99.

Fischer R., Baumert T., Blum H.E. - Hepatitis C virus infection

and apoptosis, World ] Gastroenterol, 2007, 28.13(36):4865-

4872

. Kleiner D. E. - The Liver Biopsy in Chronic Hepatitis C: A View
from the Other Side of the Microscope Semin Liver Dis. 2005,

25(1):52-64.

Kountouras C. J., Zavos C., Chatzopoulos D. - Apoptosis in

hepatitis, Journal Cover 2003,10.5:335-343.

Limmer A. et al. - Efficient presentation of exogenous antigen by

liver endothelial cells to CD8+ T cells results in antigen-specific

T-cell tolerance, Nat Med, 2000, 6:1348-1354.

Minagawa M., Deng Q., Liu Z.X. et al. - Activated natural killer

10.

11.

12.

T cells induce liver injury by Fas and tumor necrosis factor-
alpha during alcohol consumption, Gastroenterology, 2004,
126(5):1387-1399

Nagy P.- Apoptosis a mdjban,in Kopper L., Fésiis L. - Apoptosis,
Medcina, Budapest, 2002, 355-383.

Neuman M.G. - Apoptosis in diseases of the liver, Crit Rev Clin
Lab Sci, 2001,38(2):109-166.

Ross Lopes A. et al. - Bim-mediated deletion of antigen-specific
CD8+ T cells in patients unable to control HBV infection, ] Clin
Invest, Published online, 2008 April 8.

Sternberg S. S. - Histology for Pathologists, Lippincott-Raven
Ed, 1997, 3-25.

41





