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Seropozitif kronik hepatit C olgularinda karaciger
dokusunda HCV antijeni ekspresyonu *
The expression of HCV in seropositive chronic hepatitis C cases *
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Kronik C hepatiti (KCH) olgularinda, karaciger
biyopsilerinin bir kisminda karakteristik histopatolo-
jik bulgular izlenebilmektedir. Biopside rutin boyama
yontemleri ile karakteristik C hepatiti bulgular
olmayan olgularda taniya immunohistokimyasal
metodla gitme geredi duyulmaktadir. Bu ¢alismanin
amaci immunohistokimyasal HCV ekspresyonunun
ozgulligind ve histolojik aktivite ile iliskisini arastir-
maktir.

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dalinda 1996-1998 yillari arasinda serolojik olarak
kanitlanmis 121 KCH olgusunun parafine gémiild bi-
yopsi materyallerinde monoklonal TORDJI-22 anti-
jeni kullanilarak (Biogenex), HCV antijeninin
immunohistokimyasal ekspresyonu arastiriidi.
Kronik hepatitin histolojik aktivitesi; portal yangi,
safra kanali zedelenmesi, 'interface hepatit, sini-
zoidal yangisal hiicre aktivasyonu, fokal nekroz,
yaglanma ve demir birikiminin derecelendirilmesi ve
fibrozisin skorlanmasi ile yapildi.

Sitoplazmik graniiler HCV antijeni ekspresyonu
121 olgunun 45'inde (% 37,19) saptandi ve 6zgiillik
ve duyarhhik degerleri sirasiyla %92 ve %54 idi.
Dokuda immunohistokimyasal HCV antijeni
ekspresyonu ve histolojik aktivite arasindaki iligki
istatistiksel olarak anlamli olmasa da (p:0,059),
immunohistokimyasal olarak HCV antijen pozitifligi
olan olgular daha ileri evrede bulundu.

Sonug olarak bulgularimiz karaciger dokusunda
monoklonal TORDJI-22 antikor pozitifliginin tek basi-
na KCH tanisinda yeterli olmadigini ve HCV antijeni
ekspresyonunun hepatitin histolojik aktivitesi ile
iligkili olmadigini géstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kronik Hepatit C, immunohis-
tokimya, tani yontemleri

In some cases of chronic hepatitis C (CHC), it is
possible to observe the characteristic histopatholog-
ical features in liver biopsy specimens stained with

conventional methods. However, characteristic
histopathological findings are not always present
and there is a need to establish the diagnosis with
immunohistochemical methods. This study aims to
investigate the specificity of immunohistochemical
HCV antigen expression and its correlation with the
histological activity of hepatitis.

Immunohistochemical expression of HCV antigen
was investigated by using the monoclonal TORDJI-
22 antigen (Biogenex), in conventionally processed
liver biopsy specimens of 121 cases with serologi-
cally proved CHC. Histological activity of chronic
hepatitis was assessed by grading of portal inflam-
mation, bile duct injury, interface hepatitis, activation
of sinusoidal inflammatory cells, focal necrosis,
steatosis and accumulation of iron, and scoring of
fibrosis. Cytoplasmic granular HCV antigen expres-
sion was detected in 45 out of 121 cases (37.19 %),
and specificity and sensitivity values were 92% and
54%, respectively. Although the correlation between
the immunohistochemical expression of HCV antigen
and histological activity of chronic hepatitis was not
statistically significant (p:0.059), cases with immuno-
histochemical HCV antigen positivity were found to
be at a more advanced stage.

In conclusion our results suggest that positivity
of monoclonal TORDJI-22 antibody in liver tissue
alone is not sufficient to establish the diagnosis of
CHC, and HCV antigen expression is not related with
the histological activity of hepatitis.

Key Words: Chronic hepatitis C, immunohistochem-
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Hepatit C virusu (HCV), 1989 yilindan beri non-A
non-B hepatitlerin blyilk bir kismindan sorumlu ajan
olarak taninmaktadir "#. HCV enfeksiyonunun kesin
tanisi serumda spesifik antikorlanin veya HCV-RNA'In
saptanmasi ile konur. Biyopside ise lenfoid hicre agre-
gasyonu, safra kanall hasar, steatozis ve sinlzoidal
yangisal hiicre aktivasyonu v.b gibi bulgular C hepati-
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Resim 1: intrasitoplazmik HCV antijeni ekspresyonu (fast
redX200).

Resim 2: Buyuk buyitme ile peri nikleer grantler boyanma
(fast redX400).

tinin karakteristik bulgulandir ®. Etkenin dokuda saptan-
mas! ancak immunohistokimyasal boyama, in situ hib-
ridizasyon ve nukleik asit amplifikasyonu yontemleri ile
mimkindir. imminohistokimyasal yéntemle seropozitif
hepatit C hastalarinda, farkli laboratuvarlarda, farkl
drtinler kullanarak yapilmis calismalarda %23-100
arasinda degisen pozitiflikler bildirilmistir ©. Bu ydéntemin
hentiz duyarlik ve 6zgllligld optimal kosullara ulas-
mamis gibi gérinmektedir. Oysa tipik histopatolojik bul-
gulardan yoksun olgularda kesin hepatit C tanisi ancak
etkenin dokuda gosterilmesi ile mimkandar. Bu calig-
mada kendi laboratuvar kosullanmizda, formaldehitle
tespit edilmis karaciger dokularinda TORDJI-22 antikoru
kullanarak yapilan immun boyamanin duyarliigini ve
Ozgulligunua arastirmay! amagcladik. Ayrica dokuda HCV
antijeni pozitif ve negatif olan gruplan histolojik aktivite
ile karsilastirdik.

GEREG VE YONTEM

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim
Dalinda 1996-1998 villari arasinda serumda anti-HCV

ve/veya HCV- RNA pozitif olan kronik hepatitli tedavi
almamis 121 olgu calismaya alindi. Kesin tani kriteri
(gold standart) olarak serumda HCV-RNA pozitifligi
kabul edildi. Bu olgularda ve ek kontrol grubu olan 13
olguluk anti-HCV ve HCV-RNA (-) kronik hepatit B olgu-
larinda karaciger dokusunda HCV antijeni ekspresyonu
aragtinidi. Serum anti-HCV varligi ELISA (UBI HCV EIA
4.0 United Biomedical Inc, USA) ile, HCV-RNA varlidi ise
RT-PCR (COBAS AMPLICOR ,Roche Diagnostics USA)
yontemi ile test edildi. PCR calisma kurallarina kesinlikle
uyuldu. Her 6rnegin internal kontroli degerlendirildi.
Karaciger biopsileri % 10'luk tamponlu formaldehit ile
tespit edilip, parafine gémuldikten sonra Hematoksilen-
eozin, Masson-Trikrom, Prusya mavisi, ve retikilin bo-
yalari ile boyandi. immun boyama igin monoklonal sican
IgG (HCV88) antikoru kullanildi (TORDJI-22).

immunohistokimyasal inceleme igin dért mikron
kalinhgindaki kesitler parafinden uzaklastirilip rehidrate
edildikten sonra %30k hidrojen peroksitte 15 dakika
tutuldu. Proteazla 6n islemden gegcirilen kesitler Tris tam-
pon soltisyonu ile yikandiktan sonra TORDJI-22 antiko-
runda (Biogenex), bir saat oda isisinda tutuldu. Daha
sonra Alkalen fosfataza bagl sekonder antikorda ( Dako
AP-AAP kit, Danimarka) 20 dakika tutulduktan sonra Tris
tampon soliisyonda yikanarak 10 dakika label com-
pound damlatilarak yéntem sirdirdldi. Kromojen
olarak fast red ve zemin boyasi olarak Mayer' in hema-
toksileni kullanild:.

Krawczynski ve ark.lannin tarif ettigi gibi ince sito-
plazmik grantler boyanma gosteren en az bes
hepatosit varliginda boyanma pozitif kabul edildi
(Bisceglie). Histokimyasal boyalarda saptanan lipofusin
veya safra pigmenti varliginda, capraz reaksiyon goz
ontne alinarak immun boyanmalar yalanci pozitiflik
olarak degerlendirildi.

Karaciger biyopsilerinde; portal yangi, safra kanall
zedelenmesi, 'interface hepatit, sinlizoidal yangisal
htcre aktivasyonu, fokal nekroz, yaglanma, demir biriki-
mi ve fibrozis gibi histolojik bulgular semikantitatif olarak
degerlendirildi.

Dokuda HCV antijeni pozitifligi ile histolojik aktivite,
yas ve cinsiyet arasindaki iligki t testi ve Ki-kare testleri
ile, duyarliik ve 6zgullik degerleri ise standart teknikler-
le deg@erlendirildi. Gergek pozitif degerler serum HCV-

+Serumda HCV-RNA immun boyama ile HCVAg
Pozitif Negatif

Pozitif 45 38

Negatif 1 12

Duyarlilik: (45/45+-38) x100=0,54 %54
Ozgiilltk: (12/1+12)x100=0,92 %92
Teshis degeri: 96-(38+1)/96=0,59 %59



RNA'si pozitif grupta doku HCVAg'i de pozitif olan olgu-
lar, yalanci pozitif degerler ise HCV-RNA'si negatif olgu-
larda doku HCVAg'i pozitif olan olgulardi.

BULGULAR

Yaglar bilinen 108 olgunun yaslar 6 ile 72 arasinda
degisiyordu ve yas ortalamasi 41,12 (SD:14,58) idi.
Olgulanin 74' i erkek, 47' si kadin hasta idi. (1,5E/1K).
Olgulardan 83' (inde hem anti-HCV hem de HCV-RNA
sonuglari, 38" inde ise sadece anti-HCV degeri biliniyor-
du. Dokuda HCV antijeni, 121 olgunun 45 tanesinde
pozitif bulundu (% 37,19). HCV enfeksiyonunu saptamak
icin; serum HCV-RNA'sini altin standart (gold standart)
alarak, 13 olguluk kontrol grubu ile birlikte toplam 96
olguda immunhistokimyasal yontemin 6zgilligi ve
duyarlihi@ini hesapladiimizda sirasiyla %92 ve %54
degerleri bulduk (Tablo ).

HCV antijeni pozitif olan grupda yas ortalamasi ve
cinsiyet dagimi istatistiksel olarak anlamli degildi.
Histolojik aktivitesi degerlendirilebilen 110 olgunun
derece ve evre ortalamasi incelendiginde HCV antijeni
pozitif olgularda sirasiyla 7,76 ve 2,41; HCV antijeni
negatif olgularda sirasiyla 6,64 ve 1,9 bulundu. Histolojik
evrenin dokuda HCV antijeni ile iligkisi arastinldiginda
istatistiksel bir anlamlillk saptanmamasina ragmen (p:
0,059), HCV pozitif grupta evrenin daha yiiksek oldugu
dikkati cekti (HCV pozitif grubun ortalama evresi: 2,41;
HCV negatif grubun ortalama evresi: 1,91 ). Histolojik
aktivite ile dokuda HCV antijeni arasinda bir iligki yoktu
(p:0,301).

Olgulardan 5 tanesinin iki yillik stre iginde tedavi
sonrasi kontrol biyopsileri mevcuttu. Bunlardan 2'si
tedavi sonrasi negatiflesirken, 2 tanesi sonradan pozitif-
lesen HCVAg boyanmasi géstermekte idi. Bir tanesi ise
tedavi basinda ve sonunda hep negatifdi. Olgu sayisi
yetersiz oldugu icin doku HCVAg pozitifligi ile tedavi
arasindaki iliski istatistiksel olarak test edilemedi.

TARTISMA

Hepatit viruslarnnin, 6zellikle hepatit B virusunun
immunhistokimyasal olarak dokuda saptanmasi bir cok
laboratuvarda morfolojik ve serolojik taniyr destekleyici
bir metod olarak kullaniimaktadir. Ancak C hepatiti ile
ilgili immun boyama sonuclari heniiz optimal kosullara
ulasmamig gibi gériinmektedir. ik kez 1990 yilinda
dokuda florosein izotiyosiyanata (FITC) bagl HCV'unun
gosterilmesinden sonra, virusun zarf E1, E2 , core,
yapisal ve yapisal olmayan proteinleri (NS1-5 vb. gibi)
farkl immunreaktif epitoplan bulunmustur “. Taze veya
parafine gémili doku kesitlerinde poliklonal veya
monoklonal antikorlarla yapiimis cesitli calismalarda
%23-%100 arasinda degisen pozitiflikler saptanmistir
f1zseresion Monoklonal TORDJI-22 antikoru kullanilarak
yapilmis bu calismada seropozitif 121 olgunun %37,19'
unda dokuda HCVAg pozitif bulunmustur. Serum HCV-
RNA duzeyini altin standart olarak immun boyama yon-
teminin duyarliik ve ézgillik degerleri arasgtinldiginda

Seropozitif kronik hepatit C olgularinda 13

siraslyla %54 ve %92 oranlan bulunmustur. Literatlirdeki
diger calismalarda dokuda HCV antijeni duyarhihiginin
disiik bulunmasi daha cok immun boyama prosediiriin-
den kaynaklanan nedenlere baglanmaktatir '*'¥, Tespit
solisyonu immun boyanmay en ¢ok etkileyen faktérler-
den biri olarak tanimlanmaktadir. En iyi boyanma tespit-
siz, taze dokularda elde edilirken, tespitli dokularda %1
formalinin diger kloroform, aseton ve CCl, tespit soliis-
yonlarina gére en iyi sonucu verdigini bildiren caligmalar
vardir "**. Bupa karsilk formaldehit ve parafinin viral
antijenleri maskeledigi veya hasara ugrattidi yéniinde de
gorusler vardir ®*. Biz rutin laboratuvar kosullarimizda
kullandigimiz % 10 formaldehit tespiti ve proteaz én isle-
minden sonra optimal boyanmayi elde ettik. Ayni antikor
kullanilarak yapilmis literatirdeki baska iki calismada da
proteaz 6n iglemi secilmistir "*'%. Blight ve arkadaslar ise
formaldehit tespitli dokuda FITC'ye bagh poliklonal NS4
antikoru ile immun boyama yapmis ve tripsin enzimi ile
6n islemden gecirmis, ancak bunun boyanmayi artir-
madigini saptarmistir ',

Parafin blokta HCV' unu saptama yontemleri arasin-
da olan in-situ hibridizasyon ve RT-PCR metodlar uygu-
lamasi pratik ve ucuz olmadidl icin rutin calismalarda
cok tercih edilmemektedir. Bu yéntemierin. de. yalanc
negatiflik oranlanmin yiiksek oldugu bildiriimektedir **

Dokuda HCV antijeni varli§i sadece tamyr destekle-
mek amaciyla degil, ayni zamanda virus-konak arasin-
daki iligkiyi veya tedaviye yaniti arastirmak icin de kul-
laniimaktadir ®”. Biz de hepatit aktivitesi ile dokudaki
pozitifligi karsilastirarak hepatoselller hasarda virusun
direkt roliiniin olup olmadigini arastirdik. istatistiksel
olarak aktivite derecesi ile dokudaki HCV pozitifligi
arasindaki iliski anlaml degildi. Ancak dokuda HCV po-
zitif olgularin daha ileri evrede olduklan dikkati cekti
(p:0,059). Rodriguez-Inigo ve arkadaslar in situ hib-
ridizasyon yéntemi ile yaptiklan bir caligmada viremi
dizeyi ile infekte hepatosit sayisi arasinda anlaml bir
iliski saptarken, histolojik aktivite indeksi ile HCV pozitif
hepatosit sayisi arasinda bir korelasyon sapta-
mamiglardir. Buna bagl olarak karaciger hasarinin direkt
viremi seviyesi ile iligkili olmadigi sonucuna varmiglardir
", Biz de HCV pozitif hiicre oranina bakmaksizin en az
bes hiicre boyanmasini pozitif kabul ederek yaptigimiz
bu calismada hepatitin _aktivite derecesi ile doku HCV
antijeni ekspresyonu arasinda bir iliski saptamadik, buna
karsilk HCV ekspresyonun hepatitin ileri evrelerinde
artabilecegi yoninde sonug elde ettik. Fibrozisle orantili
olan bu pozitiflidi biz de Gonzales ve arkadaslan gibi
teorik olarak hiicrede biriken virusun direkt sitopatik et-
kisi olarak yorumladik =%,

Tedavinin dokuda HCVAg boyanmasi tzerine etkisini
arastirmak amaciyla tedavi sonrasi kontrol biyopsileri
olan bes olguda ikinci biopsileri ayrica degerlendirdik.
Ancak heterojen sonuglar elde ettik. Di Bisceglie ve
arkadaslari taze dokuda FITC'ye bagl antikorla yaptiklari
calismada, tedavi sonrasi boyanmanin azaldigini
bildirmisler ve antiviral tedaviye yanitin immiin boyama
ile takip edilebilecegini savunmuslardir 7. Ancak bu
konuda onilimizdeki yillarda yapilacak daha kapsamli
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arastirmalara gereksinim vardr.

Sonug olarak dokuda TORDJI-22 antikorunun diistk
duyarliik géstermesi nedeniyle tarama testi olarak kul-
lanilamayacagina, ancak immunohistokimyasal incele-
menin hepatit C patogenezisini arastrma yontem-
lerinden biri olmasi nedeniyle daha yiiksek spesifik reak-
tivite gbsteren HCV antikorlarin Uretilmesi gerektigine
inaniyoruz.
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