Periferal Dev Hucreli Granulomalarda Nukleer
Faktor Kappa Beta (NF-KB) Sinyal Yolaginin

Aktivitesinin Arastiriimasi

Detection of the Activation of Nuclear Factor Kappa
Beta (NF-KB) Signalization Pathway in Peripheral

Giant Cell Granulomas

Omir DERECI

Inflamatuar gen anlatiminda ¢ok biyik roli olan nik-
leer faktor kappa beta (NF-KB) sinyal sisteminin pe-
riferal dev hicreli granilomalarda aktif olup olmad:-
gini arastrmak, béylece bu lezyonlarin olusumlarinin
inflamatuar bir patogenezden kéken alip almadig
konusunda fikir sahibi olabilmektir. Retrospektif ola-
rak elde edilmis 29 vakanin klinik bilgileri incelenip,
parafin bloklardan elde edilen yeni kesitler izerinde
immunohistokimyasal NF-KB boyamasi yapildi. Tim
vakalarin % 97’sinde siddetli ve orta siddetli boyan-
ma tespit edildi. Bitin vakalarda NF-KB aktivasyonu
goézlendi. NFKB sinyal yolaginin periferal dev hicreli
lezyonlarda aktif olmasi bu lezyonlarin inflamatuar
kokenli patolojiler oldugunu géstermektedir. Gelecek
calismalarda NF-KB sinyal sisteminin ilaglarla modifi-
ye edilmesi ile bu lezyonlara karsi durdurucu tedavi
stratejileri gelistirilebilir.

Anahtar Kelimeler: Perifereral dev hicreli
graniiloma, dev hiicre, osteoklast tipi dev hiicre,
nikleer faktsr kappa beta

Abstract

The aim of this study is to detect the activity of NF-KB
signalization system in peripheral giant cell granu-
lomas in order to determine the origin of the patho-
genesis of the lesion. The clinical data and paraffin
blocks of twenty nine cases of peripheral giant cell
granuloma were retrieved from the archives. Glass sli-
des were prepared from retrieved paraffin blocks and
subsequently immunostained with NF-KB antibody. 97
% of the selected cases were highly or moderadetly
stained with NF-KB immunostaining. All cases showed
reactivity with NF-KB immunostain. The detection of
the activation of NF-KB pathway in peripheral giant
cell granulomas suggest that these lesions may have
an inflammatory origin. In future studies, modification
of NFKB pathway with drugs may reduce the growth
potential or prevent the occurrence of the peripheral
giant cell granuloma.

Key words: Peripheral giant cell granuloma, giant cell,
osteoclast like giant cell, nuclear factor kappa beta
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Cenelerde gorilen dev hicreli granilomalar ilk defa
cenelerin reperatif granilomalari adi alhinda Jaffe
tarafindan tanimlanmistir.’ Dev hicreli granilomalar
cene kemiklerinin icinde veya kemik disi yumusak
dokularda ortaya gikmalarina bagli olarak santral ve
periferal olarak isimlendirilmektedir.

Periferal dev hicreli graniloma (PDHG) oral doku-
larda sinirli, tmdr benzeri gingival-mukozal biyime
seklinde gézlenir. Oral kavitenin géreceli olarak yay-
gin bir lezyonudur.?2 PDHG yumusak veya sert kivam-
li, kanamali gérinimde olabilen, rengi kirmizidan
acitk pembeye degisen ekzofitik kitle olusturur. Nadir
olarak servikal kemik rezorbsiyonu yapabilmektedir.®

Hucrede transkripsiyonel aktivasyonu saglayan cesitli
iyi tanimlanmis sinyalizasyon yolaklari mevcuttur. Bu
yolaklar arasindan nikleer faktér-KB (NFKB) sinyal
yolag aktivasyonundaki cabukluk, regilasyonundaki
dizenlilik ve su andaki anlayis sinirlarimiz dahilinde
ayrintili molekiler yapilarindaki ve yénettigi fizyolo-
iik fonksiyonlardaki gesitlilik acisindan ¢ok énemli ve
benzersiz bir sinyalizasyon yolagidir.* NF-KB ilk defa
1986 yilinda immunoglobulin (Ig)K  hafif zincir geni-
nin aktive edici bolgesine bagl bir nikleer faktér ola-
rak tanimlanmistir ve 6zellikle B hicrelerinde ekspre-
se oldugu gdézlenmistir.> Ancak yapilan ¢alismalarda
NF-KB'nin hemen hemen her hicre tipinde var oldu-
gu , sitoplazmada spesifik inhibitorlere (IKB) bagl
olarak inaktif formda oldugu anlasilmistir. ¢ Yakin
zamanda yapilan ¢alismalarda NF-KB disregilasyo-
nunun AIDS, ateroskleroz, astim, artritis, diabet, infla-
matuar bagirsak hastaligi, inme ve viral enfeksiyonlar
gibi bircok hastalikta rol oynadigr anlagilmistir.”

PDHG mikroskopik olarak kollajen ve vaskiler bir
stroma icinde da@ilmis halde bulunan igsi veya ovoid
sekilli mononikleer ve lezyonun degisik bolgelerinde
degisik yogunlukta gézlenen osteoklast benzeri multi-
nikleer hicrelerden olusan, inflamatuar komponentin
belirgin oldugu reaktif bir lezyondur.®® Ancak lez-
yonun inflamatuar veya timoral kékenden gelisip ge-
lismedigi tam olarak bilinmemektedir. Bu ¢alismada
secilmis periferal dev hicreli lezyonlarda inflamas-
yonun en 6nemli baslaticisi olan NFKB ekspresyonu
incelenmis ve lezyonun inflamatuar kékenli olup ol-
madigr araghrilmistir.

GEREC VE YONTEM

Calismaya 2000-2008 yillari arasinda GATA Pato-

loji Anabilim dali arsivlerinden periferal dev hicre-
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li graniloma tanisi almis 29 vaka dahil edilmistir.
Klinik bilgilerine kismi olsa da ulasilamayan ve
parafin bloklari yetersiz olan vakalar ¢calisma disi
birakilmistir. Vakalara ait klinik bilgiler Tablo 1. ‘de

gosterilmistir.
immunohistokimyasal boyama

Arsivlerden cikarilan parafin bloklardan mikrotom ile
taze kesitler alindi. Ornekler cam lamlar iizerine alin-
diktan ve rutin laboratuvar islemlerinden sonra immu-
nohistokimyasal boyanmaya hazir hale getirildi.

Kesitlerde NF-KB sinyal yolagi aktivasyonunun in-
celenmesi icin immunohistokimyasal olarak NF-KB
antikoru (Neomarkers, p65 (Rel A) Ab-1, transacti-
vating subunit, 1/200 dilution, Fremont, Ca, USA)

kullanilmistir.

immunohistokimyasal ~ prosedir icin streptavidin-
peroksidaz teknigi kullanildi. Cam lamlar Gzerindeki
kesitler deparafinize edildikten sonra proteoliz igin
Sitrat Buffer (pH:6) solisyonu icersinde, 700 watt'lik
devirde, 3X 5dk mikrodalga firnda isitma islemine
tabi tutuldu. Daha sonra endojen peroksidaz aktivi-
tesini dnlemek icin, dokular %3’luk hidrojen peroksit
solisyonunda inkibe edildi. Fosfat tampon solisyonu
(PBS) ile yikamay: takiben kesitler spesifik olmayan
protein baglanmalarini dnlemek amaciyla serum ile
60 dk. muamele edildi. Daha sonra kesitlere 1/300
(NF-KB) primer antikorlar damlahlarak +4 0C’de 1
gece bekletildi. Kesitler biotinlenmis sekonder anti-
kor damlahlarak oda sicakliginda 15 dk. bekletildi
ve yikamayi takiben streptavidin-HRP komplekste oda
sicakhginda 15dk. inkibe edildi. Son asamada kro-
mojen olarak 3,3'-diaminobenzidine (DAP) kullanild
ve hematoksilen ile zit boyama yapilarak preparatlar
entellan yapistirici ile kapatildi.

NF-KB aktivasyonu mononikleer ve dev hicrelerdeki
boyanma beraber degerlendirilerek tespit edildi. Tum
lamlar bagimsiz bir gézlemci tarafindan incelenerek,
periferal dev hicreli graniloma lezyonlarinda NF-
KB antikorlarin boyanma  siddetine gére asagidaki
skorlama yapildi. Siddetine gére; boyanma yok ise
negatif, hafif siddette boyanma var ise hafif siddette
, orta siddette boyanma mevcut ise orta siddette , sid-
detli boyanma gézlendiyse siddetli boyanma olarak
doku mikroarray korlar degerlendirildi. Her vaka icin
belirlenen boyanma siddeti yizde olarak hesaplanip
birbirleriyle karsilastirildi.
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Olgu [Cinsiyet| Yas | Lokalizasyon

No.

1 K 20 Diseti, sol alt 1. kesici dis bélgesi

2 K 67 Dis efi, sol Ust cene 6 no’lu dis bolgesi
3 K 17 Dis eti, Ust cene premolar bélge

4 K 48 Dis eti, Ust cene 6n bdlge dissiz kret

5 E 71 Cekim boslugu, sag alt cene 6 no’lu dis bélgesi
o) K 36 Dis eti, alt cene

7 E 21 Dis eti, Ust cene

8 K 35 Dis efi, alt cene premolar dis bdlgesi

9 E 21 Dis eti, Ust cene kanin bdlgesi

10 E 41 Dis eti, sol Ust cene 2-3 no'lu dis bdlgesi
11 E 47 Dis eti, alt cene molar bdlge

12 K 17 Dis eti, Ust cene premolar bélge

13 K 26 Dis efi, Ust cene

14 E 21 Dis eti,alt cene 6n dissiz bolge

15 E 30 Cekim boslugu, sol alt cene 6 no’lu dis bdlgesi
16 K 74 Dis efi, alt cene

17 E 8 Dis eti, alt cene

18 E 70 Dis eti, alt cene

19 E 20 Dis eti, alt cene kesici bdlge

20 E 72 Sert damak mukozasi

21 E 7 Dis eti, sol Ust cene sit molar bdlge

22 K 52 Dis eti, alt ¢cene molar bslge

23 E 46 Dis eti, Ust cene

24 K 7 Dis eti Ust cene

25 K 51 Dis efi, alt cene retromolar bélge

26 K 46 Dis eti, Ust cene

27 E 25 Dis eti, sol Ust cene kanin, premolar ve é no’lu dis bdlgesi
28 E 21 Dis eti, sol alt cene

29 E 36 Dis eti, sol alt cene 6 no’lu dis bdlgesi

Tablo 1: Klinik Bulgular
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BULGULAR

Vakalara ait klinik bilgiler Tablo I. ‘de gésterilmistir.
Calismamizdaki en geng hasta 7, en yasli hasta ise
74 yasindaydi ve vakalarin ortalama yasi 36.31 olo-

rak bulundu.

Cenelerde lezyon yerlesimi incelendiginde elde olan
bilgiler 1s1iginda, 15 vakanin alt genede (%52) , 14
vakanin da Ust cenede (% 48) lokalize oldugu saptan-
di. Cene ici lokalizasyon verisi mevcut olan hastalar-
da alt cenede gorilen vakalarin en ¢cok molar badlge-
de (% 55,5) lokalize oldugu gézlendi . Ust cenede
lokalize olan vakalarin en ¢ok gérildigi bélgenin
kesici-kanin bolgesi (% 40) oldugu belirlendi. Ayrica
disli bélgelerden bagimsiz olarak 1 vakanin sert da-
mak mukozasinda, diger bir vakanin ise dissiz krette
lokalizasyon gésterdigi belirlendi.

NF-KB immunohistokimyasal boyamasindan sonra elde
edilen histolojik bulgular Tablo II."de gdsterilmistir.

Mononikleer ve dev hicreler NF-KB boyanmasi agl-
sindan incelendiginde 19 vakada (% 65,5) siddetli
boyanma tespit edildi. 9 vakada (% 31) orta-siddette
boyanma gdzlenirken 1 vakada (% 3,5) hafif siddette
boyanma gdzlendi. Siddetli ve orta siddette boyan-
ma gdsteren vakalar bitin vakalarin % 97’'si olarak
hesaplandi. NF-KB boyanmasi agisindan negatif va-
kaya rastlanmadi. Orta siddette ve hafif-siddette bo-
yanma gdsteren vakalarin hepsinde lezyonel 6zellik
gostermeyen degisen derecelerde doku icine dagil-
mis kollajenize bag doku adalarina rastland.

TARTISMA

NF-KB lenfosit aktivasyonu, enflamasyon, hicre fark-
lilasmasi, hicre reseptorleri ve bircok sitokinin eks-
presyonunun dizenlenmesinden sorumlu bircok gen-
de anlatim dizenlenmesi yapan, hiicre apoptozisi ve
hayatta kaliminda rol oynayan ¢ok énemli bir trans-
kripsiyon faktoridir.'°

NF-KB, TNF-a, IL-1, T-hicre aktivasyon sinyalleri , bi-
yume faktorleri ve stres uyaricilar gibi birgok cesit inf-
lamatuar sitokin ile uyarilarak dakikalar i¢inde aktive
olabilmektedir. NF-KB hicre nikleusunda hedef DNA
elementlerine baglanarak immunoinflamatuar cevap
ve hicre biyime kontrol ve apoptoziste rol oynayan
genlerin transkripsiyonunu pozitif olarak kontrol eder.
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NF-KB aktivasyonu ile uyarilan genlerin icinde IL-2,
IL-6, IL-8, IL-2 reseptord, IL-12 p40 alt Gnitesi, VCAM-1,
ICAM-1, TNF-a, IFN-, ve c-Myc'yi kodlayan genler de
bulunmaktadir.*> Bdylece NF-KB'nin inflamatuar ce-
vapta biytk rol oynadigi disinilmektedir.!

Olgu No. | NF-KB Boyanma

Siddeti

1 Siddetli

2 Siddetli

3 Orta-Siddette

4 Orta Siddette

5 Orta Siddette

6 Orta Siddette

7 Siddetli

8 Siddetli

9 Siddetli

10 Siddetli

11 Siddetli

12 Siddetli

13 Siddetli

14 Siddetli

15 Orta-Siddette

16 Orta-Siddette

17 Siddetli

18 Siddetli

19 Siddetli

20 Siddetli

21 Siddetli

22 Siddetli

23 Hafif-Siddette

24 Orta-Siddette

25 Orta-Siddette

26 Siddetli

27 Siddetli

28 Orta-Siddette

29 Siddetli

Tablo 2: immunohistokimyasal Bulgular
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Dev hicreli graniloma lokal irritasyonel etkiler veya
travma nedeniyle olusan reaktif, santral varyantinin
aksine c¢ogunlukla agresif davranis gdstermeyen
lezyonlardir. PDHG kokeni hakkinda halen tarhs-
malar olsa da ortak géris olarak son yillarda lez-
yonun inflamatuar kdkenli bir patoloji oldugu kabul
edilmistir.'213

Dev hicreli graniloma ¢ok sayida dev hicre iceren
rezorptif bir lezyondur. Yapilan ¢alismalarda dev
hicrelerin kemik osteoklastlariyla fenotip olarak ¢ok
benzer olduklari rapor edilmistir.’>'4 Normal kemik
metabolizmasinda osteoklastlarin  fonksiyonel hale
gecmesi ve maturasyonu RANKL-RANK-OPG hicre
disi sinyal sistemiyle saglanmaktadir.’®  Osteoblast-
lardan salgilanan bir molekil olan RANKL, osteoklast
prekirsorleri Uzerindeki RANK reseptérlerine bagla-
narak hicre ici NFKB  sinyalizasyonunu aktive eder
ve olgun osteoklastlarin olusmasini ve bdylece rezorp-
siyonun baslamasini uyarir.'® Dev hicreli graniloma
da ayni mekanizmanin aktive olmasi olasi gérinmek-
tedir.

Fanourakis ve arkadaslari  periferal dev hicreli gra-
nulomalarda RANKL ve OPG aktivitesini arastirmis-
lar, érneklerde yogun stromal RANKL aktivitesi OPG
aktivitesi gézlemislerdir. Bu durum periferal dev hic-
reli granuloma patogenezinin klasik osteoklastogene-
zis mekanizmasi ile iliskisi oldugunu ve NF-KB hicre
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Sekil 1: Nikleer ve sitoplazmik boyanma gésteren
stromal mononikleer ve osteoklast tipi dev hicreler.

(NF-KB imminboyama x200)

ici sinyal yolaginin hicre disi elemanlarinin PDHG
patogenezinde rol oynadigini gdstermektedir.'” Lite-
ratirde PDHG'larda hicre igi NFKB aktivasyonu bu
calisma disinda incelenmemistir.

Calismamiz icin secilen 29 vakanin 28’inde (%97)
NF-KB boyanma yogunlugu siddetli ve orta-siddetli
olarak bulunmustur. Calismamiza dahil ettigimiz
PDHG vakalarinda NF-KB aktivasyon belirleyicisi
olan p6é5 proteinin immunohistokimyasal yéntemle %
97 gibi bir oranla siddetli ve orta siddetli gibi yiksek
yogunluklarda tespit edilmesi ile NF-KB sinyal yolagi-
nin bu lezyonlarda aktif oldugu anlasilmaktadir. Tom
vakalarda periferal dev hicreli graniloma &zelligi
gostermeyen bag dokusu alanlari gézlenmistir. Bag
dokusu dagilimi ve yogunlugu arttikca NF-KB boyan-
ma siddeti azalmaktadir.

Periferal dev hicreli lezyonlarda hicre disi NF-KB
aktivasyonunu baslatici sinyal molekilleri baska ¢a-
hismalarda gdsterilmistir.'”” Bu ¢alisma PDHG'larda
hicre ici NF-KB aktivasyonunu gostermesi agisindan
literatirde tektir. NF-KB sinyal sistemine disardan ya-
pilacak bir molekiler midahale sinyal sisteminin is-
leyisinin bozulmasina ve dolayli olarak periferal dev
hicreli lezyonun temel &gesi olan osteoklast tipi dev
hicrelerin olusumlarinin sekteye ugramasina yol acao-
bilir. Bu distinceden hareketle NF-KB sinyal yolagini
durduracak ilaglar PDHG tedavisinde kullanilabilir.

Sekil 2:Periferal dev hicreli graniilomada yiizeyde
normal cok katli yassi epitel, subepitelyal alanda
ise lezyoner bélge gérilmektedir. Lezyonel
alanda kuvvetli boyanma mevcuttur. Epitel bazal
tabakasinda da hafifsiddette boyanma géze
carpmaktadir.(NF-KB imminboyama x40)
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