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Ozet

Amag: Calismamizda akciger tiberkilozundaki grani-
lom yapilarina ekstrasellller matriks elemanlarinin kati-
lim oranini belirlemeyi; TGF-beta 1’in grantlomlardaki ve
akcigerin diger alanlarindaki ekspresyonunu saptamayi;
TGF-beta 1 ile olasi iligskiyi gbstermeyi; hastalarin,
sagaltima verdikleri yanit ile TGF-beta 1 ve ekstraseliler
matriks elemanlarinin ekspresyon miktarlari arasinda bir
baglanti olup olmadigini belirlemeyi amagcladik.

Yontem: Akciger tiberkilozlu 43 olguya ait preparatlar,
istk mikroskobunda yeniden degerlendirildi. Immun
dokukimyasal olarak kollajen 1, kollajen 4, fibronektin,
laminin ve TGF-beta 1 ekspresyonlari incelendi.
Bulgular ve sonug¢: Sonug olarak, ekstraselller matriks
elemanlarinin granidlomlarin yapisina katildiklari; TGF-
beta 1 ile arasinda paralellik oldugu belirlendi ve TGF-
beta 1’'in granilomlara katilan ekstraselller matriks ele-
manlari lzerinde etkili olabilecedi dusunuldi. Olgularin
sagaltima verdikler yanitlar ile grantlomlarin dizeni,
ekstraselller matriks elemanlarinin grantlomlardaki mik-
tari ve TGF-beta 1 ekspresyonu arasinda herhangi bir
iliski belirlenemedi.

Anahtar sozciikler: TiUberkiiloz, ekstraseliiler matriks,
TGF-beta 1

TUberkUIoz enfeksiyonu mycobacterium grubu bak-
teriler tarafindan olusturulan, gecikmis tipte hiper-
sensitivite ve hiicresel immun yanit olusumuna yol acan,
granulomatdéz yangi gelisimi ile belirli bir hastaliktir.
Granulomatéz yangi olusmasinda hicresel immun yani-
tin temel 6geleri olan T lenfositler, makrofajlar ve bun-
lardan salgilanan sitokinlerin dnemli rolleri vardir.

2 Géigis Hastaliklar! Anabiim Dall

Summary

Aims: We aimed to identify the rate of participation of
extracellular matrix elements in granulomas of pulmonary
tuberculosis and evaluate the expression of TGF-beta 1
in granulomas and other regions of lung. We also aimed
to show the probable relation with TGF-beta 1 and to
assess the relation of patients response to therapy with
the intensity of expression of extracellular matrix ele-
ments.

Material-methods: The specimens of 43 cases with
pulmonary tbc are reevaluated under light microscope.
The immunohistochemical expressions of collagen 1,
collagen 4, fibronectin, laminin and TGF-beta 1 are eva-
luated.

Results and conclusion: In conclusion, we showed
here that the extracellular matrix elements are involved
in the formation of granulomas and there is positive
relation with TGF-beta 1. TGF-beta 1 may influence the extra-
cellular matrix elements participated in granulomas.
There was no relation of the patients’ response to
therapy with the amount of extracellular matrix elements
in granu-lomas and TGF-beta 1 expression.

Key words: Tuberculosis, extracellular matrix, TGF-
beta 1

Ekstraselliler matriks (ESM), dokularin fizyolojik iskele-
tini olusturan, yara iyilesmesi, hicrelerin ¢ogalmasi,
hareketi ve farklilagsmasi gibi birgcok olaya katkilari olan
aktif bir yapidir.

Granilomat6z yangi gelismesinde ve hastaligin sinirlan-
dirlimasinda, ESM elemanlarinin dnemli katkilari vardir.
TGF-beta 1’in fibroblastlarda ESM elemanlarinin Ureti-
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mini arttirdigi, fibrozis gelisimini uyardidi, yara iyilesme-
sinde merkezi bir rol oynadigi birgok caligmada g0s-
terilmistir (1-5). Bu ¢alismalarda; TGF-beta 1’in tiberku-
loz (tbc) enfeksiyonunda, ESM elemanlarini arttirarak
yangiyi sinirlayici bir roli olabilecegi gibi, immun sistemi
baskilayarak, bakterilerin makrofajlar icindeki ¢odalma-
sini arttirici yonde etkileri de saptanmistir.

Bu calismada; akciger tbc’'undaki granilom yapilarina
ESM elemanlarinin katilim oranini belirlemek, TGF-beta
T’in grantlomlardaki ekspresyonunu saptamak, TGF-
beta 1 ile ESM elemanlari arasindaki olasi iligkiyi gos-
termek, hastalarin sagaltima verdikleri yanit ile TGF-beta
1 ve ESM elemanlarinin ekspresyonu arasinda bir iligki
olup olmadigini belirlemek amaclanmigtir.

Gereg ve yontem

Bu calismada Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dalr’'nda “akciger tbc” tanisi almis 43 olguya ait
Hematoksilen Eozin (H+E) ile boyali preparatlar ve para-
fin bloklar kullanildi.

Olgulara ait Kklinik bilgiler hasta dosyalarindan elde edildi
ve preparatlar 15k mikroskobunda yeniden degerlendirildi.
Segilen bloklardan elde edilen doku kesitlerine immiin
dokukimyasal olarak streptavidin-biotin kompleksi yontemi
ile uygulanan antikorlarin 6zellikleri Tablo I'de sunulmus-
tur. Uygulanan her bir antikor igin (fibronektin, laminin,
kollagen 4, kollagen 1, TGF-beta 1) grantlomlarin ¢ev-
resi, ici, epiteloid histiyositler, dev hicreler, fibroblastlar,
damarlar, alveol epiteli ve alveoler makrofajlar incelendi.
Reaksiyonun yogunlugu 1 (hafif), 2 (orta), 3 (siddetli) po-
zitif (+) olarak semikantitatif yontemle degerlendirildi
(Tablo ).

istatistiksel degerlendirmeler SPSS 10.0 yazihmi kul-
lanilarak yapildi. Karsilagtirmalar icin Mann-Whitney ve
Fisher'in ki kare testi, korelasyonlar icin Spearman’in
korelasyon testi kullanildi.

Bulgular

Isik mikroskobunda degerlendirmede izlenen granilom
yapilarinda nekroz igcermeyen olgu saptanmadi. 9 olguda
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fibrotik goriiniimde granilomlar goérildi; diger 34 olguda
ise fibrozis izlenmedi. Ayrica 39 olguda, alveoler makro-
faj yogunlugu vardi.

immiin dokukimyasal bulgular (Resim 1-5): Granilomlar
cevresindeki ESM elemanlar arasindaki iligki incelendigin-
de istatistiksel olarak grantlomlar gevresindeki fibronektin
ekspresyon yogunlugu ile kollagen 4 (p=0.020) ve kollagen
1 ekspresyon yogunlugu (P=0.000) arasinda ve ayrica kol-
lagen 4 ile kollagen 1 yogunluklari (P=0.001) arasinda
pozitif bir korelasyon saptandi. Granllomlar i¢indeki fib-
ronektin ekspresyon yogunlugu ile laminin (P=0.044),
kollagen 4 (P=0.025) ve kollagen 1 yogdunluklar (P=0.004)
arasinda pozitif bir korelasyon saptandi. Ayrica granu-
lomlar igindeki kollagen 4 ile kollagen 1 ekspresyon
yogdunluklari da birbiri ile korele bulundu (P=0.019).

Granullomlarin gevresi ve i¢ kisim arasinda, ESM ele-
manlarinin dagilimi agisindan, her bir ESM elemaninin
kendisi ile, yani fibronektin - fibnektin (p=0.000), laminin-
laminin (p=0.000), kollagen 1 - kollagen 1 (p=0.000) ve
kollagen 4 - kollagen 4 (p=0.002) arasinda pozitif kore-
lasyon saptandi.

Fibroblastlardaki ESM elemanlarinin ekspresyonu ile
granulomlardaki ESM elemanlarinin yogunlugu arasin-
daki iliski incelendiginde; fibroblastlardaki fibronektin ile
granulomlar gevresindeki (p=0.000), grantlomlar igindeki
(p=0.002) ve epiteloid histiyositlerdeki (p=0.000) fibro-
nektin ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon saptandi.

Ayni sekilde fibroblastlardaki laminin ekspresyonu ile
granulomlar gevresindeki laminin yogunlugu (p=0.000);
fibroblastlardaki kollagen 4 ile granulomlar ¢evresindeki
kollagen 4 ekspresyonu (p=0.003), fibroblastlardaki kol-
lagen 1 ile granlilomlar ¢evresindeki (p=0.004) ve igin-
deki kollagen 1 (p=0.037) ekspresyonlari korele bulundu.

Fibronektin icin dev hucreler ve epiteloid histiyositlerdeki
ekspresyonlar arasinda da pozitif korelasyon saptandi.
Ayrica brong epitelindeki fibronektin ve kollagen 1
ekspresyonlari da korele bulundu (p=0.033).

Tablo I. Kullanilan antikorlarinn ézellikleri.

Antikor Klon No Kaynak Kod No. Dillsyon orani Pozitif kontrol
Fibronektin Poliklonal Dako AO245 1/800 Tonsil
Kollajen Tip 4 Monoklonal Dako MO785 1/50 Plasenta
Kollajen Tip 1 Poliklonal Novocastra NCL-COL-1p 1/40 Plasenta
Laminin Monoklonal Novocastra NCL-Laminin 1/50 Tonsil
TGF-beta 1 Poliklonal Santa Cruz Ca #sc-146 1/500 ince barsak
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Tablo II. Olgularda izlenen fibronektin ekspresyon yogunlugu.

Olgu G.C. G. 1. D.H. E.H. Fib. Len. Dm. B.E. B.B.M. A.E. A.M.
1 + - + - + - + - + - +

2 +++ - Y ++ - ++ - + ++ ++
3 ++ + + + Y - ++ + Y - +

4 ++ + ++ + ++ - + + - + ++
5 ++ ++ Y Y ++ - ++ Y Y - +

6 +++ ++ ++ ++ +++ - +++ Y Y + ++
7 +++ +++ ++ ++ +++ - ++ Y Y + ++
8 +++ +++ ++ + ++ - ++ +++ + + +++
9 ++ + ++ + ++ - ++ Y Y - ++
10 +++ ++ ++ ++ +++ - ++ ++ ++ - +++
11 +++ ++ + ++ +++ - ++ Y Y - +++
12 +++ ++ ++ + ++ - + Y Y ++ ++
13 ++ + + - + - ++ ++ + - ++
14 ++ + ++ + ++ - +++ + ++ + +++
15 +++ ++ - - ++ - + + + - ++
16 +++ ++ - + ++ - ++ ++ + + ++
17 +++ + + + +++ - ++ Y Y - ++
18 +++ ++ - - +++ - ++ +++ ++ ++ ++
19 ++ - + ++ - ++ Y Y - +
20 ++ - - + - ++ - - - ++
21 ++ + + ++ - ++ Y Y - +
22 +++ +++ Y Y +++ - ++ Y Y - ++
23 +++ +++ - - +++ - ++ - + - +++
24 ++ + - + ++ - ++ Y Y - ++
25 + + - + - - ++ ++ ++ ++
26 +++ ++ - + +++ - ++ +++ + + +++
27 +++ + + + +++ - ++ Y Y - ++
28 ++ + - - ++ - + Y Y - ++
29 +++ - - - +++ - ++ ++ +++ - +++
30 +++ ++ ++ ++ ++ - ++ ++ ++ - ++
31 +++ +++ ++ +++ +++ - ++ Y Y Y Y
32 +++ ++ - + +++ - ++ Y Y - -
33 +++ ++ - + +++ - ++ - + - +++
34 ++ + + - ++ - ++ - + - +
35 +++ ++ - - - - +++ ++ + ++ +++
36 + + - - ++ - ++ - + - ++
37 +++ ++ ++ + ++ - ++ + + - ++
38 +++ ++ - - ++ - + Y Y Y Y
39 +++ +++ ++ + ++ - ++ Y Y ++ ++
40 ++ + - - ++ - + - + - +
41 +++ ++ + + ++ - ++ Y Y + +++
42 +++ +++ + + +++ - ++ - + - +
43 +++ +++ + + ++ - ++ Y Y - ++
G.C. : Granilom cgevresi E.H.: Epiteloid histiyositler Dm. : Damarlar A.E.: Alveol epiteli

G.I. : Graniilom ici Fib. : Fibroblastlar B.E. : Bronsiol epiteli A.M.: Alveoler makrofajlar
D.H. : Dev hiicreler Len.: Lenfositler B.B.M.: Brongiol bazal membrani 'Y : Kesitte yok
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Olgularin hastalik sureleri ile granilom yapilarinin icer-
digi ESM elemanlarinin yogunluklari arasinda, istatistik-
sel olarak anlamli iliski saptanmadi. Ayrica granilomlar-
daki ESM elemanlarinin yogunlugu ile ilaca verilen yanit
da istatistiksel olarak iliskisizdi.

Granulomlar ¢evresinde izlenen TGF-beta 1 ile granilom
cevresi ve icindeki kollagen 1 ekspresyonu (p=0.010 ve
p=0.006) ayrica granilom igindeki fibronektin ile granu-
lom cevresi ve icindeki TGF-beta 1 ekspresyonu ara-
sinda korelasyon bulundu (p=0.004 ve p=0.005). Gra-
nilom icindeki kollagen 4 ile TGF-beta 1 ekspresyonu da
paraleldi (p=0.041).

Granulomlardaki laminin ile TGF-beta 1 arasinda istatis-
tiksel anlamhlik izlenmedi. TGF-beta 1’'in granulomlar-
daki ve diger alanlardaki ekspresyon siddeti ile olgularin
tedaviye verdikleri yanitlar arasinda anlamli bir iligki
belirlenemedi.

Fibroblastlardaki TGF-beta 1 ile granilom ¢evresindeki
ve icindeki fibronektin, fibroblastlardaki fibronektin ve
granulom igindeki kollagen 1 birbiri ile korele idi (p=0.001,
p=0.001, p=0.019). Granulomlar ¢evresindeki ve igindeki
epiteloid histiyositlerdeki ve dev hicrelerdeki fibronektin
ile TGF-beta 1 ekspresyonu arasinda istatistiksel kore-
lasyon saptandi (p=0.027, p=0.013, P=0.014, p=0.030).

Tartisma

Tlberklloza kargi vicudun savunulmasinda ve hasta-
hgin sinirlandirimasinda, T lenfositlerin aracilik ettigi,
makrofajlarin aktivasyonu, epiteloid histiyositlerin ve dev
hiucrelerin  olusumu ile belirli granilom gelisimi ile
sonuglanan hucresel immun yanit temel mekanizmadir.
Bu hicresel immiin yanita ek olarak, ESM elemanlarinin
granulom olusumunda ve tiberkiloz enfeksiyonunun
sinirlandiriimasinda yogun katkilari vardir (7-9).

Granillomatéz yangida, ESM elemanlarinin granilom-
lardaki ekspresyonunu ve graniilom yapilanmasindaki
rolini belirlemek amaciyla yapilmis az sayida ¢alisma
vardir.

TGF-beta grubunu olusturan sitokinler ESM‘in diizenlen-
mesi ve yara iyilesmesinde etkilidir. TGF-beta’'nin birgok
farkli dokulardaki fibroblastlarda farkl kollagen tiplerinin
dretimini arttirdigi, fibronektin ve fibronektin reseptori
ekspresyonunu c¢ogalttidi, bazi mezenkimal ve epitelyal
hiicrelerden kondroitin dermatan sulfat proteoglikanla-
rinin salinimini arttirdidi; yangi hicrelerinin kemotaksisi,
angioneogenez, ESM birikimi, granilasyan dokusu
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gelisimi, reepitelizasyon, fibroblastlarin myofibroblastlara
donusmesi gibi birgok olayda merkezi rol oynadigi
saptanmistir (7).

Calismamizda akciger tuberkulozundaki grandlomlarda
TGF-beta 1’in epiteloid histiyositler ve Langhans tipi dev
hiicrelerde hafif ve orta dizeyde eksprese oldugu sap-
tandi, fakat ikisi arasinda ekspresyon farki izlenmedi.
TGF-beta 1 ekspresyonunun dev hiicreler ve epiteloid
histiyositlerde esit ve korele olusu, her iki hiicrenin ayni
kdkenden geldigini destekleyen bir bulgudur.

Maeda ve ark. tarafindan yapilan bir calismada plevral
tbc olgularinda TGF-beta’'nin doku onarimi ve plevral
fibrozis gelisiminde énemli bir roli olabilecegdi bildirilm-
istir (10). Calismamizda da TGF-beta 1’nin grantlomlar
cevresindeki fibroblastlarda orta siddette varligi, fibro-
blastlarin granilomatéz yangida TGF-beta 1 Uretimine
katildiklarini gostermektedir. Bu sonu¢ TGF-beta 1’in
bag dokusu artisi ve fibrozis gelisimini uyarici etkileri ile
uyumludur. Marshall ve ark.’nin ¢calismasinda ise; TGF-
beta ekspresyonu granilomu c¢evreleyen ESM’de ve fib-
roblastlarda goérilmis, granilom iginde ise saptanma-
mistir. Ayni galismada Tip 1 prokollagen, tbc olgularinda
fibroblastlarda granilomun merkezine dogru daginik ola-
rak, granilom kenarlarinda ise granilomlari birbirinden
ayliracak bicimde boyanmistir (7).

Shigehara ve ark. sarkoidozlu olguya ait ¢alismasinda,
ESM elemanlarindan kollajen 1, 3, 4, fibronektin, laminin,
vitronektin ve tenaskin ekspresyonu degerlendirilmisg,
immatur grandlomlarin periferinde konsantrik olarak
bulundugu; aktif dénemde kollagen 4 ve laminin disin-
daki ESM elemanlarinin granilomlarin periferinde kon-
santrik bigimde belirgin olarak ve granulomlarn iginde
ve kenarlarinda fibriler yapida zayif olarak boyandigi
saptanmistir. Granulomlarin fibrotik gérinimuinde ve
epiteloid hiicrelerin dejenere olarak atrofiye ugradigi reg-
ressif ddnemde ise kollagen 4 ve laminin digindaki tim
ECM elemanlarinin, grantlomlarin tamaminda yaygin ve
yogun oldugu belirlenmistir (11).

Kendi calismamizda, granilomlardaki ESM elemanlari-
nin ekspresyonu degerlendirildiginde granilomlar cev-
resi ve iginde en yogun fibronektin, sonra da kollagen |
saptandi. Kollagen tip 4 orta derecede eksprese idi. En
az boyanma daha ¢ok damarlarla iliskili olarak lamininde
g6zlendi. Bu sonug, granlilom gelisiminde diger ECM
elemanlarina gore fibronektin'in daha yogun katkilari
oldugunu dugtindirmektedir.
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Resim 1. Dev hiicreler ve epiteloid histiyositlerde fibronektin
imminreaktivitesi (Fibronektin X200)

Resim 4. Granllom yapisinda kollagen 1 immunreaktivitesi
(Kollagen 1 X400)

Resim 2. Granillom kenarindaki matrikste hafif damarlarda
yogun laminin immun reaktivitesi (Laminin X200)

Resim 3. Granilom gevresinde ve iginde kollagen 4 immin
reaktivitesi (Kollagen 4 X200)

Resim 5. Dev hicrelerde TGF-beta 1 immun reaktivitesi (TGF-
beta 1 X200)

Granilomlar gevresindeki fibronektin, kollagen 1 ve 4,
granllomlar igindeki fibronektin, kollagen 1, 4 ve laminin
arasindaki korelasyon ve ayrica bunlarin kendi kendileri
ile istatistiksel korelasyonu, ESM elemanlarinin gra-
nilom olusumuna birlikte katildiklarini géstermektedir.

Fibronektinin hemen tim olgularda, alveoler makrofaj-
larda da pozitif bulunmasi, arastiricilarca da belirtilen
alveoler makrofajlarin fibronektin igin “potansiyel bir
kaynaktir” gorisunu desteklemektedir (12).

Sonuglar

I. Akciger tbc'deki granilomlarin yapisina, ¢alismamiz-
da yeralan ESM elemanlarindan timi katiimistir.

2. Granilomlarin yapisina, en yodun katilim gdésteren
ESM elemani fibronektindir.
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3. Granulomlarin yapisina en az katim gésteren ESM
elemani laminindir ve ekspresyonu daha ¢ok damar-
larla iligkilidir.

4. Granulomlarda izlenen ESM elemanlarinin yogunluk-
lar birbiriyle paralellik gostermektedir, ESM eleman-
lari granulom olusumuna birlikte katiimaktadir.
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