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Psoriatik Epidermiste Keratinosit Apoptozisi Azalmistir

Keratinocyte Apoptosis is Decreased in Psoriatic Epidermis
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Ozet

Amac: Keratinositlerin hiperproliferasyonu ve anormal diferensiyasyonu psoriasis vulgarisin temel 6zellikleridir. Psoriasis
vulgaris keratinosit apoptozisinin azaldigi bir hastalik olarak kabul edilse de; sonuclar birbiriyle celismektedir. Bu calisma-
nin amaci kalinlasmis bir epidermisin olusmasinda artmis keratinosit proliferasyonu yaninda azalmis keratinosit apoptozisi-
nin de rol alip almadigini arastirmaktir.

Gerecg ve Yontem: Calismaya 43 tedavi edilmemis psoriasis vulgaris hastasi ve 20 saglikli kontrol birey dahil edildi. Katilim-
cllardan alinan biyopsi 6rnekleri; keratinosit proliferasyonunu géstermewk amaciyla Ki-67 ekspresyonlari icin immunhisto-
kimyasal boyama ile ve keratinosit apoptozisini géstermek amaciyla terminal deoksintkleotidil transferaz (TdT)-aracili
dUTP-biotin centik-ug etiketleme (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick-end labeling, TUNEL)
yontemi ile degerlendirildi.

Bulgular: Apoptotik indeks (TUNEL pozitif hicrelerin ylzdesi) psoriatik epidermiste (0,33+0,64) normal epidermisten
(0,75+0,85) belirgin olarak daha dustk iken (p=0,021), Ki-67 indeksi (Ki-67 icin pozitif boyanan hucrelerin ytzdesi) psoria-
tik epidermiste (30,86+10,49) normal epidermisten (11,65+2,98) belirgin olarak daha ytksekti (p=0,00).

Sonug: Azalmis keratinosit apoptozisi de artmis keratinosit proliferasyonu gibi psoriasisteki artmis epidermal kalinliga kat-
kida bulunur. (Ttirkderm 2009; 43: 167-70)

Anahtar Kelimeler: Apoptozis, hlcre proliferasyonu, psoriasis

Summary

Background and Design: Abnormal differentiation and hyperproliferation of keratinocytes are the hallmarks of psoriasis
vulgaris. Although psoriasis vulgaris is generally accepted as a disease of decreased keratinocyte apoptosis, the results are
contradictory. The aim of the current study is to investigate whether decreased keratinocyte apoptosis contributes to the
formation of a thickened epidermis as increased keratinocyte proliferation.

Material and Method: Forty-three untreated psoriasis vulgaris patients and 20 healthy control subjects were included into
the study. Biopsy specimens taken from the enrollee were evaluated by immunohistochemical staining for Ki-67 expressi-
ons to show the proliferation of keratinocytes and by the terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick-
end labeling (TUNEL) method to show the apoptotic keratinocytes.

Results: Apoptotic index (percentage of the TUNEL positive cells) was significantly lower in psoriatic epidermis (0.33+0.64)
than in normal epidermis (0.75+0.85); whereas Ki-67 index (percentage of positively staining cells for Ki-67) was significantly
higher in psoriatic epidermis (30.86+10.49) than in normal epidermis (11.65+2.98), (p=0.021 and p=0.00; respectively).
Conclusion: Decreased keratinocyte apoptosis also contribute to increased epidermal thickness in psoriasis as well as increa-
sed keratinocyte proliferation. (Turkderm 2009; 43: 167-70)
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Giris

Psoriasis vulgaris (PV) epidermiste hiperproliferasyon ve di-
ferensiyasyon bozuklugu ile karakterize kronik inflamatu-
var bir hastaliktir'.

Keratinosit apoptozisi epidermal gelismenin ve homeostazin
duzenlenmesinde kritik bir role sahiptir’. Spontan keratinosit
apoptozisinde azalma ve uyariimis keratinosit apoptozisine di-
reng psoriasiste gorilen epidermal kalinlasma icin ileri strtlen
mekanizmalar arasindadir?.

PV hastalarinin deri biyopsilerinde hicre kinetigini arastirmak
amaciyla keratinosit proliferasyonu ve apoptozisinin birlikte
arastinldigr az sayida calisma mevcuttur; Bu ¢calismalarda kera-
tinosit proliferasyonu artmis olarak bulunurken, keratinosit
apoptozisi ile ilgili sonuglar birbirleriyle geli§mektedir3'w.
Calismalarin bir kisminda apoptotik boyanma artmis®**® olarak
bulunurken; bir kisminda ise azalmis®® olarak bulunmustur.
Bu calismada oldukca genis sayida ve sistemik tedavi almamis
PV hastasindan elde edilen deri biyopsilerinde keratinosit pro-
liferasyonu ve apoptozisi degerlendirilerek hicre kinetiginde-
ki degisikliklerin arastiriimasi amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem

Calisma Gruplari

Calisma 23 kadin ve 20 erkek kronik plak tip psoriasis hastasi
ile herhangi bir deri hastaligi bulunmayan 20 bireyden elde
edilen deri biyopsi érnekleriyle gerceklestirildi. Calismaya dahil
edilen hastalar daha 6nce hicbir sistemik tedavi almamiglardi.
Topikal tedavi alan hastalarda da deri 6rnegi alinmadan 1 ay
oncesinde bu topikal tedaviler kesildi. Dahili veya deri kanseri
olan; pustuler, guttat, eritrodermik veya invers psoriasisi olan
ve bagka bir nedenle sistemik veya topikal tedavi alan kisiler
calismaya dahil edilmedi. Calisma protokoliiniin hastane etik
kurulu tarafindan onaylanmasindan sonra tim katilimcilardan
bilgilendirilmis onam formlari alindi. PV tanisi klinik ve histo-
patolojik olarak konuldu. Hastalar klinik olarak “Psoriasis Are-
a and Severity Index” (PASI) skoru ile degerlendirildi.

Deri Orneklerinin Toplanmasi

Calismada klinik olarak PV tanisi alan 43 hastanin gévdesin-
den (normal olarak gtines gérmeyen bir bolge oldugu icin ter-
cih edildi) “punch” biyopsi 6érnekleri alindi. Kontrol deri biyop-
sileri herhangi bir deri hastaligi, deri kanseri veya sistemik kan-
seri bulunmayan hastalara ait deri 6érneklerinden olustu.
“Punch” biyopsi 6rnekleri formaldehitte fikse edildikten sonra
parafine gémulerek isleme alindi. Hematoksilen ve eozin bo-
yasi ile PV tanisi histopatolojik olarak kesinlestirildikten sonra
immunhistokimya ile Ki-67 ve terminal deoksinukleotidil trans-
feraz (TdT)-aracili dUTP-biotin ¢entik-ug etiketleme (terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP-biotin nick-end
labeling, TUNEL) yontemi ile apoptozis degerlendirildi.

Tunel Metodu

Apoptozisin tespit edilebilmesi icin TUNEL yontemi kullanild.
Bunun icin bir ApopTag kiti (Chemicon, ApopTag® Plus Peroxi-
dase In Situ Apoptosis Detection Kit, S7101) Ureticinin 6nerdigi
protokole gére uygulandi. Kisaca parafin kesitler ksilol ile depa-
rafinize edildi, 20pg/ml proteinaz K ile 15 dakika inkbe edildi.

L

Endojen peroksidaz aktivitesi %3’luk H20: ile bloke edildi. Den-
geleyici tampon ile 10 saniye ve TdT enzim ile 37°C'lik etivde 1
saat inktbe edildi. Sonra sirasiyla anti-digoxigenin peroksidaz ve
peroksidaz substrat ile isleme devam edildi. Aralarda Fosfat tam-
ponlu tuz sollsyonu (Phosphate Buffer Saline, PBS) ile yikandi.
Zit boya olarak metil yesili kullanildi. Lamel ile kapatilarak isik
mikroskobunda incelendi. TUNEL icin sadece koyu kahverengi
nukleer boyamalar pozitif kabul edildi.

Immanhistokimyasal Boyama

Formalinle fikse, parafine gémult dokulardan 4 mikrometrelik
kesitler alindi. Ksilol ile deparafinize edildikten sonra etanol ile
dehidrate edildi. Antijen geri kazanimi icin mikrodalgada sit-
rat ile 20 dakika isleme alindiktan sonra endojen peroksidaz
aktivitesini bloke etmek icin %31tk H20:2 ile 10 dakika inkibe
edildi. PBS ile yikandi ve protein blokaj sonrasinda primer an-
tikor Ki-67 (Novocastra, klon MM1) ile oda sicakliginda 1 saat
inkUbe edildi. Devaminda sirasiyla sekonder antikor, streptavi-
din peroksidaz kompleksi ve renklendirmek icin %0,1'lik di-
aminobenzidin ile isleme devam edildi ve her birinin arasinda
PBS ile yikandi. Zit boya icin mayer hematoksilen kullanildi ve
dehidratasyon ve berraklastirma sonrasinda lamel ile kapatila-
rak 1sik mikroskobunda degerlendirildi. Nikleer boyanmalar
pozitif kabul edildi.

Sonugclarin Degerlendirilmesi

Ki-67 ve apoptozis indeksleri boyanma gérulen 3 farkli alanda
da 100 hucre sayilarak; toplam pozitif hicre sayisinin toplam
hucre sayisina (300) bolinmesi ile elde edilen ve yUzde ile ifa-
de edilen degerlerdir.

istatistiksel Analiz

Calismada elde edilen tim verilerin istatistiki analizinde SPSS
for Windows 15 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) programi kullanil-
di. Surekli degiskenler ortalamazstandart sapma ve kategorik
degiskenler ylzde ile ifade edildi. Kategorik degiskenler ara-
sindaki iliskilerin degerlendirilmesinde ki-kare testi kullanildi.
Surekli degiskenlerin normal dagilim gdsterip gdstermedigi
Shapiro Wilks testi ile incelendi. Normal dagilan degiskenler
icin gruplar arasindaki farkhliklar t testi veya Mann Whitney
U testi ile incelendi. Anlamlilik degeri 0,05 olarak kabul edildi.

Bulgular

Calismaya dahil edilen hasta (ortalama yas: 38,98+13,50, 23
(%53,48) kadin ve 20 (%46,52) erkek) ve kontrol grubunun
(ortalama yas: 37,05+13,10, 7 (%35) kadin ve 13 (%65) erkek)
yas (p=0,597; t testi) ve cinsiyet (p=0,273; Ki kare testi) dagihm-
lar benzerdi.

Apoptotik indeks

Normal deri 6rneklerinde az sayida apoptotik hlcreye rastla-
nirken, psoriatik deri 6érneklerinde ¢cok daha az sayida apopto-
tik hicre tespit edildi. Psoriatik derideki ortalama apoptotik
indeks (0,33+0,64), normal derideki ortalama apoptotik in-
deksten (0,75+0,85) istatistiki olarak anlamli derecede dusuktu
(0,021; Mann Whitney U testi), (Resim 1,2).

Ki-67 indeksi

Hasta grubuna ait psoriatik deri 6rneklerindeki ortalama Ki-67
indeksi (30,86+10,49) kontrol grubuna ait normal deri 6rnekle-
rindeki ortalama Ki-67 indeksinden (11,65+2,98) istatistiki ola-
rak anlamli derecede yuksekti (P=0,00; t testi), (Resim 3,4).
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Keratinositlerde anormal diferensiyasyon ile birlikte hiperpro-
liferasyon, dermal ve epidermal inflamatuvar hicre infiltrasyo-
nu ve dermal damarlarda genisleme psoriasisin karakteristik
ozellikleridir'. Psoriasisin 6ncelikle bir keratinosit bozuklugu
olmayip; T lenfositler ve antijen sunucu hicreler ile keratino-
sitler arasindaki karmasik iliskiler sonucunda keratinositlerde
anormal diferensiyasyon ve hiperproliferasyona bagh olarak
epidermal kalinlasma ile karakterize klinik gériniimun ortaya
ciktigr bilinmektedir'2.

Keratinosit apoptozisi normal epidermal kalinligi korumak igin
proliferasyonu dengeler?. Psoriasis hiicre 6lumu ile yasami ara-
sindaki apoptotik dengenin hlcre 6limu aleyhine bozuldugu
hastaliklar arasinda yer almaktadir2.

Dermiste 2 adet apoptotik lenfosit mevcut. Niikleusta koyu
kahverengi boyanma yani sira piknozis mevcut (TUNEL me-
todu, X400 biiyiitme)

Laporte ve ark®. psoriatik epidermisteki germinatif tabakada
normal epidermisteki germinatif tabakaya oranla apoptozisin
belirgin derecede azaldigini ve regresyondaki psoriasiste ise
arttigini gostermislerdir.

Bir baska calismada da psoriatik keratinositlerin metil seltiloz
ile uyarilan apoptozise karsi direng gosterdigi tespit edilmistir®.
Castelijns ve ark tarafindan®® kalsipotriol, klobetazol-17-propi-
yonat ve takalsitoltn psoriatik deriye olan etkilerinin arastiril-
digi bir dizi calismada da epidermisin tim katlarinda ¢ok az sa-
yida apoptotik hlcre tespit edilmistir.

Ayni yontem ile yapilan biri retrospektif diger iki ¢calismada ise
TUNEL boyanma pozitifligi psoriatik epidermiste artmis olarak
bulunmustur*®. Buna ragmen apoptotik boyanma indeksinin
yuksek ¢ikmasi apoptozisin arttigi yéninde degerlendirilme-
mis aksine TUNEL pozitifliginin cogalan hiicrelerin sayisindaki
artistan kaynaklandigi yéninde yorumlanmistir®«.
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Resim 3. Kontrol olgusu, Ki-67 pozitif hiicreler bazal tabaka-
da mevcut (Immiinhistokimyasal boyama, X400)
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Resim 4. Psoriasis hastasinda epidermiste bazal ve supraba-

zal bélgede cok sayida Ki-67 pozitif hiicre mevcut (immiin-
histokimyasal boyama, X400)
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Bu ¢alismalarin tamaminda Ki-67 indeksi psoriatik deride an-
lamh oranda yuksek bulunmustur®™. Ki-67 monoklonal bir an-
tikor ile tespit edilen ve hticre proliferasyonunu géstermek icin
kullanilan bir ntkleer proteindir".

Psoriasis patogenezinde keratinosit apoptozisinin roltne iligkin
apoptotik dengenin bozuldugunu gésteren ve tedavi ile apop-
toziste artis oldugunu gosteren yayinlar bulunmaktadir™,
Keratinositlerde survivin ekspresyonunda artis®®, Bcl-xL eks-
presyonunda artis* ve interlokin (IL)-15 dizeylerinde artis™ pso-
riasiste apoptozisin azaldigi yénindeki bulgular arasindadir>™.
Psoriasis tedavisinde etkili oldugu bilinen PUVA?, infliksimab®
ve metotreksatin” antiinflamatuar etkileri yaninda keratinosit
apoptozisini uyararak da etki gosterdikleri ifade edilmigtir 536,
Bizim ¢alismamizda psoriatik epidermiste normal deriye kiyas-
la Ki-67 indeksi anlamli derecede yUksek ve apoptotik indeks
anlamli derecede dustuk bulunmustur. Ki-67 indeksinin ytksek
ve apoptotik indeksin dustk olmasi artmis keratinosit prolife-
rasyonu kadar azalmis keratinosit apoptozisinin de psoriasis
patogenezinde roli oldugunu dustndirmektedir.
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