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Ozet

Ultraviyole B (UVB)'nin karsinojenik etkisi giderek daha cok ilgi cekmektedir. Apopitozisi reglile eden genler icinde en 6nem-
lileri p53 ve bcl-2'dir. Biz bu calismada, UVB ve kutanéz fotokarsinogenez arasindaki olasi iliskiyi tespit edebilmek icin kimu-
latif UVB dozlarinin p53 ve bcl-2 ekspresyonlarina etkisini arastirdik.

Calisma grubunu cesitli primer kutandz hastaliklar icin darbant-UVB fototerapisi alan 42 hasta olusturdu. immunohistokimya-
sal degerlendirme icin Avidin-biyotin-peroksidaz metodu kullanildi. p53 icin ntkleer boyanma ve bcl-2 icin ise sitoplazmik bo-
yanma esas alindi.

Kumaulatif darbant-UVB dozlariyla p53 ekspresyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi. Kimulatif dar-
bant UVB dozlariyla ile bcl-2 ekspresyonlari arasinda istatistiksel olarak anlamli olmayan zayif bir korelasyon tespit edildi.

Biz bu sonuclarla, p53 ve bcl-2 gen ekspresyonlarinin immunohistokimyasal olarak tespit edilmesi icin daha yuksek kiimulatif
dozlarin gerekli oldugunu ya da tekrarlayan UVB dozlarinin kutan6z karsinogenezisi degerlendirmede daha iyi bir model olus-
turabilecegini dustinmekteyiz.
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Summary

Background: Carcinogenicity of ultraviolet B (UVB) therapy is driving attention increasingly. Numerous genes that regulates
apopitosis have been identified, among them p53 and bcl-2 are well defined. In this study, we aimed to document the im-
pact of the increasing cumulative doses on p53 and bcl-2 expression in order to define a relationship between narrowband
UVB and carcinogenesis.

Methods: 42 patients receiving narrowband UVB treatment for various primary cutaneous disorders were enrolled in the
study. Avidin-biotin-peroxidase method was used for the immunohistochemical evaluation. Nuclear staining for p53 and
cytoplasmic staining for bcl-2 were evaluated as positive.

Results: No correlation was found between the cumulative doses of NB-UVB and p53 expression. The statistical analysis bet-
ween the cumulative doses of NB-UVB and bcl-2 expression showed a weak correlation and this was not statistically signifi-
cant.

Conclusions: High cumulative UVB doses could be neccessary to induce p53 and bcl-2 expression detectable by immunohis-
tochemical staining and perhaps repetetive exposure to UVB is a better model for cutaneous photocarcinogenesis.
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Ultraviyole (UV) radyasyonunun deri kanserlerinin gelisi- UVB'nin 6zel bir fraksiyonu olan darbant UVB (311nm)
mindeki rolU uzun yillardir bilinmektedir. Fotokarsino- ilk kez 1984 yilinda psoriasisin tedavisinde kullanilmistir2.
genez ile ilgili calismalarda en cok PUVA Uzerine yogun-  GUnimuUzde pek cok hastaligin fototerapisinde tercih
lasiimis ve bugtin, PUVA fototerapisinin melanoma disi edilen darbant UVB'nin uzun vadedeki etkileri ise bilin-
deri kanserlerine yol actigi kesin olarak anlasiimistir'. memektedir ve arastiriimasi gerekmektedir.
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Apopitozis, UV aracili DNA hasari ve takiben timoér gelisimin-
de vlicudun en énemli savunma mekanizmasidir. Apopitozis
duzenleyici genler arasinda en énemlileri p53 ve bcl-2'dir. Biz
bu calismada, UVB ile kutandz fotokarsinogenez arasindaki
olasi iliskiyi tespit edebilmek icin kiimulatif UVB dozlarinin
p53 ve bcl-2 ekspresyonlarina etkisini arastirdik.

Gere¢ ve Yontem

Calisma grubu: Calismaya 23'G kadin 19'u erkek toplam 42 has-
ta alindi. Yaslar1 17 ile 45 arasinda degisen olgularin yas ortala-
masi 36.7 idi. Calisma grubunu olusturan hastalar, cesitli primer
kutan6z hastaliklar icin darbant-UVB fototerapisi alan hastalar-
di. Calisma grubumuzu olusturan hastalarin 13'0 vitiligo, 24'G
psoriasis, 2'si mikozis fungoides ve 1'i jeneralize pruritus nede-
niyle tedavi almaktaydi.

Darbant UVB fototerapi: Tum hastalara cilt tiplerine uygun
UVB dozlariyla tedaviye baslandi. Takip edilen hastalarin kimu-
latif UVB dozlari 0.8j/cm? ile 239j/ cm? (ortalama: 55.79 jlcm?)
arasinda degismekteydi (Tablo 1).

Deri biyopsileri: Hastalarin gluteal bolgelerinden, 4mm'lik
punch ile normal deri biyopsi érnekleri temin edildi. Gluteal
bolge, bu hastalarda hem lezyon olmamasi hem de glnes
goérmeyen ancak UVB'den etkilenen bir bélge olmasi nedeniy-
le tercih edildi. 42 hastadan temin edilen 42 biyopsi 6rnegi de-
gerlendirmeye alindi.

Immiinohistokimyasal boyama: immunohistokimyasal deger-
lendirme Gazi Universitesi Tip Fakultesi Patoloji Anabilim Da-
li'nda yapildi. Biyopsi materyalleri %10 formaldehitle fikse
edildi ve parafine gomuldd. Parafine gomili materyalden
4um’lik kesitler hazirlandi. imminohistokimyasal degerlendir-

me icin Avidin-biyotin-peroksidaz metodu kullanildi. P53 icin
nukleer boyanma ve bcl-2 icin sitoplazmik boyanma esas alin-
di (Sekil 1 ve 2). Rasgele secilmis dort ardisik epidermal alan-
da 1000 keratinosit sayilarak, bunlarin icinde nukleer boyan-
ma gosteren hucrelerin ylzde oranlari p53 pozitifliginin he-
saplanmasinda, sitoplazmik boyanma gdsteren hicrelerin
yuzde oranlari bcl-2 pozitifliginin hesaplanmasinda kullanildi
(Tablo 1).

istatistiksel analiz: Istatistiksel analizler Pearson'un korelas-
yon methodu kullanilarak yapildi. Darbant UVB dozlari joule:
jlcm? cinsinden hesaplandi.

Bulgular

Kumulatif darbant UVB dozlariyla p53 ekspresyonlari arasin-
da istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmadi (p>0.05).
Kumdlatif darbant UVB dozlariyla ile bcl-2 ekspresyonlarinin
degerlendirmesinde ise .05 seviyesinde istatistiksel olarak an-
lamli ters korelasyon saptandi. (2-tailed).

Tartisma

Kutanoz karsinogenez gelisiminde tekrarlayan UV maruziyet-
leri ve kimulatif etkileri 6nemlidir. UV ile iliskili deri hasarinin
blUyUk bir kisminda giines i1siginin UVB (290-320 nm) fraksiyo-
nu sorumlu tutulmaktadir®. Psoriasis icin PUVA tedavisi alan
hastalarda gelisen skuaméz hicreli karsinomlarda UVB tipi
mutasyonlarin saptanmasi da UVB'nin fotokarsinogenezdeki
mutlak roltine dikkat cekmektedir*®. UV insan epidermisinde
keratinosit hasarina ve 6lumune yol acar ve “sunburn cells”
olarak tanimlanan hucrelerin olusmasina neden olur®’. UV
aracili karsinogenezisin molekuler basamaklari hentiz tam

Tablo 1: Kimulatif darbant -UVB dozlari, p53 ve bcl-2 ekspresyon oranlari.

Hastalar J/cm 2* p53 (%) bd-2 (%) Hastalar J/cm 2* p53 (%) bdl-2(%)
1 1.2 - 10 22 6 10 2
2 33.2 5 2 23 1.6 15 10
3 101 70 5 24 5.8 10 2
4 162 5 25 25 6 15 5
5 107 15 20 26 131.6 - 2
6 77.2 10 25 27 9.6 20 5
7 25 5 2 28 46 10 10
8 27.8 35 25 29 118 10 5
9 92.2 10 5 30 170 2 10

10 0.8 1 2 31 123 8 10
11 38.8 45 5 32 108.4 10 10
12 83.6 15 2 33 35 15 25
13 50 20 15 34 64 45 25
14 144 10 15 35 97 20 10
15 23.2 10 5 36 2.8 - 5
16 239 15 2 37 50 1 2
17 41 25 15 38 95 5 10
18 1.6 2 2 39 65 5 5
19 27 20 15 40 36.4 5 5
20 36.4 20 2 41 57 10 2
21 50 2 15 42 11.2 10 5

* Kumulatif darbant UVB dozlari

.
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olarak anlasilamamakla birlikte, bu hicrelerin olusumunun ve
birikmesinin deri kanserlerinin gelisiminde énemli olduklari
distndlmektedir. Bu bilgiler 1siginda, biz calismamizda dar-
bant UVB'nin apopitotik mekanizmalardaki rolint ve p53 ve
bcl-2 gen ekspresyonlarina etkilerini arastirdik.

Bcl-2 ve p53, apopitozisi dizenleyen genlerdir ve bu 6zellikle-
riyle karsinogenez mekanizmalarinin arastirildigi calismalarda
vazgecilmez kabul edilirler. P53 kdiltiire hicrelerde, hiicre pro-
liferasyonunu inhibe eden ve transkripsiyonel faktor benzeri
ozellikler gosteren bir fosfoproteini kodlayan tumér stipresor
gendir®. P53 proteni normal hiicrelerde disuk seviyelerde tes-
pit edilebilir’. DNA hasarini takiben p53 hucre proliferasyonu-
nu dongulyl G1 fazinda duraklatir ve DNA onarimi icin olanak
tanir. Hlcre hasarinin onariminda basarisizlik sézkonusu ise,
p53 hicreleri apopitozis ydninde uyarir ve hasarli hiicre orta-
dan kaldirlirt, P53'Un apopitozisi diizenleyici etkisi DNA hasa-
rinin onarimi bozuk olan kseroderma pigmentozumlu hasta-
larda calisilmistir. Bu hastalarin hicrelerinde, yiksek miktarlar-
da p53 ekspresyonu tespit edilmis, bu hicrelerin UV hasarini
takiben apopitozise daha duyarli olmalari dikkat cekmistir’™.
P53 fonksiyonlarini yerine getiremediginde hlcrelerde soma-
tik mutasyonlar olusmaktadir®. insan kanserlerinin %50'sinden
fazlasi p53 mutasyonlari sonucu gelismektedir'.

Bcl-2 multigen ailesinde yer alan bcl-2, apopitozisin dizenlen-
mesinde 6nemli rol oynar®. Bcl-2 temel olarak antiapopitotik
bir gendir®’>. Normal deride bcl-2 ekspresyonu distk seviye-
lerde ve proliferasyon yetenegi bulunan, uzun 6murlt htcre-
lerde tanimlanmistirs’>, Son yillarda kutan6z karsinogenez
ile bcl-2 ekspresyonlari arasindaki iliski sorgulanmis ve bcl-
2'nin onkogenik potansiyeli pek cok malignanside tespit edil-
mistir'*’. Malign melanom, Merkel hucreli karsinom, bazal
hacreli karsinom ve Bowen hastaligi gibi pek cok primer kuta-
néz karsinomda bcl-2 asir miktarlarda salinmaktadir'.
Normal deride UV sonrasi p53 ekspresyonu oldugu®'* ve kro-
nik olarak UV'ye maruz kalan epidermiste yogun p53 birikimi
bulundugu tespit edilmistir®. Yine, glines géren ancak histo-
lojik olarak normal gériinen epidermiste odaklar halinde p53
mutasyonlari gelismektedir®.

Calismalarda UVB, UVC, UVA ve UVAT radyasyonunun apopi-
tozisi indukledigi ve bu olayin p53 ekspresyonunda artis-
las1*22 ye bcl-2 ekspresyonu ile iliskili oldugu gosterilmis-
tir**e102+27_Bugin icin UV ile tetiklenen hiicre degisikliklerinin

Jlﬁt - — "-‘"‘F‘J¢ P

Sekil 1: Epidermiste kuvvetli p53 boyanmasi. (Avidin-Biyotin
Peroksidaz, DABx200).

DNA hasari ile basladigi bilinmektedir'®*#, Hicre hasari ile
baslayan ve hicre 6lumi ya da mutasyonla sonuclanan bu
olaylar zincirinde en énemli nokta apopitotik kaskatin basla-
ma zamanidir. Mass ve ark.lari UVB radyasyonunun apopito-
tik proteinlerin zamana bagimli ekspresyon oranlarina etkile-
rini arastirmislardir. Bu calismada UVB sonrasi ilk olarak 12.
saatte saptanan apopitotik keratinositler p53 ile boyanirlar-
ken, bcl-2 ile boyanmamislardir’. Bcl-2 ekspresyonunun tek
doz UV'yi takiben azaldigi ise bir diger calismayla kanitlan-
mistir. Tek doz radyasyon sonrasi 3. ve 6. saatlerde epidermis-
teki bcl-2 saliniminin %40 oranda azaldigi gosterilmistir®. Nor-
mal derinin bcl-2 ekspresyonunda artislar kimyasallarla tetik-
lenen timorlerlerin gelisimine yatkinlk olusturmaktadir®.
Hayvan deneylerinde bcl-2 nin UVB sonrasi gelisen sunburn
cell oraninda azalma sagladigi ve timér gelisimini 6nledigi ya
da geciktirebildigi gosterilmistir?.

UVB'nin apopitotik mekanizmalara etkilerinin arastirildigi ca-
lismalarda, UVB radyasyonunun p53 ekspresyonunu artirdi-
g1*""° ve bcl-2 ekspresyonunu ise azalttigl ya da degistirmedi-
gi goérulmektedir>¢™. Bu calismalarda UVB'nin apopitotik gen-
lerin ekspresyonlarinda degisiklik yaptigi gosterilmis, ancak
PUVA'nin aksine UVB kimulatif dozlarinin fotokarsinogenez-
deki rolt degerlendirilmemistir. Bu asamada énemli olan UVB
kumaulatif dozlarinin apopitotik gen ekspresyonlarina etkileri-
dir. Calismamizda kimdulatif darbant-UVB'nin apopitozis tize-
rine etkilerini degerlendirmek amaclanmistir. Literatirde ki-
mulatif darbant UVB dozlariyla bcl-2 ve p53 ekspresyonlari
arasindaki iliskinin degerlendirildigi calisma yoktur.
Calismamizda, kiimulatif darbant UVB dozlariyla p53 pozitif-
lik orani arasinda herhangi bir iliski tespit edilemedi. Bazi ca-
lismalarda UVB sonrasi p53 ekspresyonlarindaki artis, hicre-
nin hasarl hiicreleri ortadan kaldirma cabasi seklinde aciklan-
maktadir*’'. Bu koruyucu mekanizma, kanser gelisiminin én-
lenmesi icin gerekli olmaktadir. Calismamizda kumulatif dar-
bant UVB dozlarinin bcl-2 ekspresyonlarina etkisini gosterile-
medi. Keratinositlere bcl-2 geninin transferi UVB aracili apo-
pitozisi baskilamada basarili bulunmus?, ancak UVB radyasyo-
nunun bcl-2 gen ekspresyonuna etkisi azaltma ya da etkile-
meme seklinde olmusturs”™. Kimulatif UVB dozlarinin bcl-2
gen ekspresyonuna etkisi ise daha dnce calisiimamistir. Sonuc-
ta, p53 ekspresyonu ile bcl-2 ekspresyonu arasindaki denge-
nin UV aracili apopitozisin dizenlenmesinde etkili olduklar

Sekil 2: Bazal keratinositlerde sitoplazmik bcl-2 pozitifligi
(Avidin-Biyotin Peroksidaz, DABx400).
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anlasiimaktadir®.

Bu calismada p53 ve bcl-2 ile kimulatif darbant-UVB dozlari
arasinda iliski tespit edilememesi 1- kimulatif dozlarin cok
yuksek olmamasina, 2- deri tiplerinin farklihgina 3- UV yanit-
larinin bireysel farkhligina bagl olabilir. Biz bu sonuclari, im-
munohistokimyasal boyanmanin saglanmasi icin daha yuksek
kumulatif dozlarin gerektigine isaret ettigini disiinmekteyiz.
P53 boyanmalari bireysel olarak dikkate alindiginda kiimala-
tif dozu yiksek olan bazi hastalarda p53 ekspresyonun yuksek
olmasi dikkat cekiciydi, ancak bu bulgu istatistiksel degerlen-
dirmeye anlamli olarak yansimadi. Bcl-2 korelasyon analizinin
sonuclari, bu protein ile UVB kimdulatif dozu arasindaki iliski-
yi yorumlamamiza olanak vermedi. Biz sonraki asamada, calis-
manin devami olarak, daha yuksek kimulatif dozlarla bcl-2 ve
p53 ekspresyonlarini tekrar degerlendirmeyi planlamaktayiz.
Sonuc olarak biz tekrarlayan UVB dozlarinin kutanéz karsino-
genezisi degerlendirmede daha iyi bir model olusturabilecegi-
ni dusinmekteyiz.
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