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Otoimmuin Bulléz Hastaliklarin Tanisinda Tzanck Sitoloji

Tzanck Cytology in Diagnosis of Autoimmune Bullous Diseases
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Ozet

Sitoloji hticrelerin karakteristik 6zelliklerini incelemeye dayali basit, hizli, tekrarlanabilir ve ucuz bir tani yéntemidir. Dermatolojik
hastaliklarin tanisi icin sitoloji ilk kez Arnault Tzanck tarafindan 1947'de uygulanmistir. Bu tarihten sonra Tzanck sitoloji pek cok
eroziv-veziklobulléz, noduler ve timoral deri lezyonunun tanisinda kullaniimistir. Ganiimuzde sitoloji en sik herpetik enfeksiy-
onlar, kutan6z leishmaniasis, lepra ve otoimmin bulloéz hastaliklarin tanisinda kullanilir. Otoimmun bulléz hastaliklarda sitolo-
jinin kullanim amaci pemfigusu subepidemal otoimmdin bulloz hastaliklardan hizla ayirt etmektir. Bu makalede otoimmun bul-
16z hastaliklarin tanisinda sitolojik 6rneklerin alinma ve boyama yéntemleri ve sitolojik bulgulari gézden gegirilmektedir. (Ttirk-
derm 2011; 45 Ozel Sayi 1: 39-43)

Anahtar Kelimeler: Sitoloji, pemfigoid, pemfigus, Tzanck yayma

Summary

Tzanck smear test is a simple, rapid, repeatable, and inexpensive diagnostic method based on the investigation of characteristics
of individual cells. For diagnosis of cutaneous diseases, cytology was first used by Arnault Tzanck in 1947. After this date, Tzanck
cytology has been used in the diagnosis of various erosive-vesiculobullous, nodular, and tumoral skin lesions. In daily
dermatology practice, the most common use areas of cytology are diagnosis of herpetic infections, cutaneous leishmaniasis,
leprosy, and autoimmune bullous diseases. The purpose of cytology in autoimmune bullous diseases is to rapidly distinguish
pemphigus from subepidermal bullous disease. In this review article, taking and staining methods of cytologic specimen for the
diagnosis of autoimmune bullous diseases, and the cytologic findings have been reviewed. (Turkderm 2011; 45 Suppl 1: 39-43)
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matolojik hastaliklarda sitoloji, ilk kez 1947 yilinda Ar-
nault Tzanck tarafindan uygulanmistir. Tzanck, basta
bulléz hastaliklar ve timéral hastaliklar olmak tzere
pek cok dermatolojik hastaligin sitolojik bulgularini
rapor etmistir. Sonraki yillarda, dermatolojik hastalik-
larda uygulanan sitolojik incelemeler onun adi ile anil-
maya baslanmistir’. GinUmuze kadar Tzanck sitolojisi
pek cok eroziv-vezikulobulloz, noduler ve tumoéral

Giris

Sitoloji huicrelerin karakteristik 6zelliklerini inceleme-
ye dayali bir tani yéntemidir'. ilk sitolojik incelemeler
17. yuzyilda mikroskobun kesfedilmesi sonrasi canlila-
rin hicrelerden olustugunun tespiti ile baslamistir. On
dokuzuncu yuzyilin ortalarinda, viicuttan elde edilen

cesitli materyaller boyanmaksizin direkt mikroskop al-
tinda incelenmistir. Sonraki yillarda sitolojik boyalarin
kullanilmaya baslamasi ile mikroskobik incelemeler
kolaylasmis ve tipta kullanim alanlari artmistir>. Der-

hastaliklarin tanisinda kullaniimistir*”. Buna ragmen,
Tzanck sitolojinin dermatolojik hastaliklarin tanisinda
rutin kullanimi, cogu dermatoloji kliniginde herpetik
enfeksiyonlar, pemfigus, kutandz leishmaniasis ve lep-
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ra tanisiyla sinirli kalmistir. Bunun en blyuk nedeni ise sitolo-
jinin avantajlarinin yeterince anlasilamamasidir® (Tablo 1).
Otoimmun bulléz hastaliklarda sitoloji, pemfigusun pemfigo-
id grubu otoimmuin balléz hastaliklardan hizla ayirt edilmesi,
nuksi lezyonlarin saptanmasi ve sekonder enfeksiyonlarin tes-
piti amaciyla kullanihr’.

Burada sitolojik inceleme yapmak icin hangi malzemelerin ge-
rektigi, eroziv-vezikllobulléz lezyonlarda sitolojik érneklerin
nasil alindigi, alinan drneklerin hangi sitolojik boyalarla bo-
yanmasi gerektigi, otoimmun billéz hastaliklarda hangi sito-
lojik bulgularin gézlendigi anlatiimaya calisildi.

Sitolojik inceleme icin Gerekli Malzemeler

Deri lezyonlarindan sitolojik inceleme yapmak icin lam, bisti-
ri (No:15), spang, antiseptik sollsyon, immersiyon yad, sitolo-
jik boya ve binokuler mikroskop gerekir. Oral mukoza érnek-
leri ise fir¢a, kiint uclu tahta veya metal spatula yardimi ile ali-
nabilir. TGm bu malzemeler her dermatoloji kliniginde bulun-
maktadir’.

Orneklerin Alinmasi

Eroziv-vezikllobulléz lezyonlarda sitolojik inceleme icin o6r-
nekler kazinti (scraping) yéntemi ile alinir. Ornek almak igin
en geng vezikul veya bul secilmelidir (Resim 1A). Eski lezyon-
lardan 6rnek alindiginda sekonder enfeksiyonlar ve hiicresel
dejenerasyona bagli gelisen sitolojik degisiklikler yaniltici
olabilirs. islem &ncesi lezyon %70 alkollu spanc ile silinir (Re-
sim 1B). Artefakta neden oldugu i¢in spang yerine pamuk ter-
cih edilmemelidir. Ornek alinirken vezikil veya baliin tavani
bisttri (No:15) yardimi ile acilir (Resim 1C). BUl sivisi, hiicrele-
rin dilie olmasina ve yanlis negatif sonuclara neden olabile-
ceginden, tabanina dokunmadan spanca emdirilir. Lezyon
tabani bistlri yardimi ile kanamaya yol agmadan nazikce ka-
zinarak en az iki lam Uzerine ince bir tabaka olusturacak se-
kilde yayilir (Resim 1D, 1E). Uzeri krutlu lezyonlarda krut ste-
ril bir pens yardimi ile cikarildiktan sonra tabani kazinmali-
dir’. Oral veya genital mukoza lezyonlarindan 6rnek alinir-
ken bisturi kolayca kanamaya neden olur. Bu nedenle kint
uclu spatula (metal veya tahta) veya firca (dis fircasi veya si-

Tablo 1. Sitolojik incelemenin avantajlar’*>’

1. Ucuz: Rutin sitolojik incelemenin maliyeti yaklasik 1 TL'dir.

2. Hizh: Hizli boyama yontemleri sayesinde yaymalar bir
dakikadan kisa stirede boyanabilir ve birkag dakika icerisinde
mikroskop altinda incelenebilir.

3. Nispeten agrisiz: Orneklerin alinmasi icin anestezi gerektirmez.
Cocuklarda érnekler aglatmadan alinabilir.

4. Tekrarlanabilir: Nksi lezyonlarin tanisinda kullanilabilir. Cok
sayida farkli lezyonu bulunan hastalarda ayri yayma yapilabilir.

5. Uygun 6rnek alindiginda sadece patolojik hicreler gozlenir.

6. Biyopsi almanin gti¢ oldugu bolgelerde kullanilabilir.

#
g

toloji icin 6zel hazirlanmus fircalar) yardimi ile alinabilir’s. Or-
nek alinirken kanama olusursa serum fizyolojikli spanc ile
baski yapilabilir.

Sitolojik Orneklerin Boyanmasi

Deriden alinan sitolojik érneklerin rutin boyanmasi icin Giem-
sa, Wright, May-Grtinwald-Giemsa, Diff-Quick, Papanicolaou
ve hematoksilen eozin kullanilabilir. Son yillarda, hizli boya-
ma olanagi saglamasi nedeniyle May-Grinwald-Giemsa (20-

Dy ,
[ AN S AR N S
Resim 1. Sitolojik 6rnek alma yontemi. Pemfiguslu hastada bacak-
ta biill6z lezyon (A), alkollii spang ile silme (B), bistiiri yardimi ile bii-
liin tavaninin agilmasi (C), bistiiri ile biil tabaninin kazinmasi (D), el-
de edilen materyalin ince tabaka halinde lam (izerine yayilmasi (E)

Resim 2. Periniikleer halosu (ok) bulunan akantolitik hiicre (A), nor-
mal keratinosit (kirmizi ok) ve akantolitik hiicre (siyah ok) (B) (May-
Griinwald-Geimsa X1000)
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25 saniye) ve Diff-Quick (2 dakika) boyalarinin dermatolojik
sitolojide kullanimi artmigtir'e.

Alinan érnekler Papanicolaou ve hematoksilen eozin ile boya-
nacaksa hemen alkol veya formol ile tespit edilmesi gerekir.
Papanicolaou ve son zamanlarda gelistirilen hizli boyanan
formu (Cytocolor) 6zel gelistirilmis spreylerle de (Mercofix)
tespit edilebilir. Diger sitolojik boyamalar icin tespit yapiima-
si gerekmez. Ancak havada uzun sire kuruma hucrelerin si-
toplazmik 6zelliklerini degistirdiginden alinan érneklerin faz-
la bekletilmeden boyanmasi gerekir’®.

Pemfigus dustntlen hastalarda veya sitolojik incelemede sa-
dece akantolitik hicre tespit edilmesi durumunda, sitolojik
orneklerden immunofloresan incelemede yapilabilir. Bu islem

Resim 3. Grup yapmis akantolitik hiicrelerde niikleolus belirginles-
mesi (kirmizi ok) ve iki niikleuslu hiicre (beyaz ok) (May-Griinwald-
Geimsa X1000)

Resim 4. Tadpole hiicresi (kirmizi ok) ve akantolitik hiicre (siyah ok)
(A), akantolitik hiicre (beyaz ok) fagosite etmis multiniikleer dev
hiicre (kirmizi ok) (B), rozet formasyonu (ok) (C), akantolitik hiicre
cevresinde IgG depolanmasi (ok) (D) (A, B, C, May-Griinwald-
Geimsa X1000; D, Direkt immiinofloresan inceleme x400)

icin havada kurutulan yaymalarin Uzerine floresanla isaretli
anti-human IgG damlatilarak 30 dakika bekletilir. Fosfat tam-
ponlu saline (PBS) solUsyonu icerisinde 3 kez 5'er dakika yika-
nir. Uzerine tamponlanmis gliserol yerlestirilerek immuinoflo-
resan mikroskopta incelenir. Eger yaymalar hemen boyanma-
yacaksa -20 derecede depolanabilir’®.

Mikroskobik inceleme

Sitolojik inceleme yapilirken 6nce x10 objektif ile tim alanlar
taranarak yeterli hticre alinip alinmadigi tespit edilir. Yeterli
hicre alinmamis ise 6rnek alimi tekrarlanmalidir. Yaymada
hangi hicrelerin oldugu, akantolitik hicre ve multintkleer
dev hicre olup olmadigi x10 biyttmede gorulebilir. Bu hiic-
reler tespit edildiginde x40 ve x100’1Uk objektifler kullanilarak
sitoplazma ve nukleus 6zellikleri ayrintili olarak incelenir. Bo-
yali preparatlar incelenirken mikroskobun kondansatéri en
Ust noktaya getirilmeli, x100 objektif ile inceleme yapilirken
lam Gzerine immersiyon damlatiimalidir’.

Sitolojik Bulgular

Pemfiguslu Hastalarda Sitolojik Bulgular

Pemfigus, sitolojik olarak tek veya kiime yapmis sekilde goru-
nen yuvarlak veya oval sekilli akantolitik hicrelerle karakteri-
zedir. Bu hucrelerin sitoplazma ytzeyi diz olabilecegi gibi
testere disi seklinde sitoplazmik uzantilar icerebilir'. Dar, ba-
zofilik sitoplazma, nukleus ¢evresinde daha soluk (perintkle-
er halo) periferde ise daha koyu boyanir (kederli kenar)1 (Re-
sim 2A). Akantolitik hticrelerin ntkleus/sitoplazma orani niik-
leus lehine bozulmustur (Resim 2B). Hucre nukleuslari yuvar-
lak ve hiperkromatik olup iki ile bes arasinda degisen belirgin
nukleolus icerir. Mitoza giden hucreler nedeniyle ¢ok sayida
iki nikleuslu hticre gozlenebilir? (Resim 3).

Az sayida iribas (tadpole) hicresi pemfigusta gozlenebilmek-
le birlikte pemfigus herpetiformiste spongiotik dermatitlerin
gostergesi olan x100 buyttmede 10°dan fazla sayida iribas
hlcresi gézlenebilir (Resim 4A). Bu hastalarda akantolitik hic-
re sayisi az oldugundan, dogru sitolojik tani icin, tim alanla-
rin ayrintili incelenmesi gerekir®.

Pemfigusta 6zellikle kronik lezyonlardan yayma yapildiginda
akantolitik huicreyi fagosite etmis multinikleer dev hicreler
gorulebilir (Resim 4B). Bu dev hucreler akantolitik tip skua-
moz hicreli karsinomada da rapor edilmistir®.

Pemfiguslu hastalarda sitolojik incelemede gézlenen inflama-
tuar hucreler cogunlukla nétrofil ve eozinofillerdir. Bu infla-
matuar hlcreler adezyon molekadlleri sayesinde keratinositler
cevresinde rozet seklinde (Sertoli'nin rozet formasyonunu)
yerlesebilir veya zincir seklinde (streptosit) birbirlerine tutu-
nabilir1,7 (Resim 4C). Bu bulgular pemfigusa 6zgu degildir.
Rozet formasyonu herpetik enfeksiyonlarin %25'i ve diger ve-
zikUlobull6z hastaliklarin %10’unda, streptositler ise pemfi-
goid grubu hastaliklarda gézlenir”™

Akantolitik htcreler pemfigus disinda bircok deri hastaliginda
go6zlenebilmesi nedeniyle pemfigusa 6zgu keratinosit cevre-
sinde immunoglobulin depolanmasinin goésterilmesi gerekir
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(Resim 4D). Yayma materyallerinden yapilan direkt immtnof-
loresan incelemelerde keratinositler cevresinde IgG depolan-
masi olgularin %86-100'tUnde tespit edilir>'.

Pemfigusun sitolojik ayirici tanisi: Pemfigus klinik, sitolojik
ve histopatolojik olarak akantolize yol acan diger hastalik-
larla karisabilir. Ozellikle oral ve genital mukoza lezyonla-
rindan yapilan sitolojik incelemede pemfigus ile en sik kari-
san hastalik herpetik enfeksiyonlardir®. Pemfigus nedeniyle
immunosupresif tedavi alan hastalarda gézlenen oral veya
genital bolge lezyonlarinda da herpetik enfeksiyonlarin
ekarte edilmesi gerekir. Herpetik enfeksiyonlar icin en ka-
rakteristik sitolojik bulgu multintkleer dev hicrelere eslik
eden akantolitik hicrelerdir®' (Resim 5A). Multintkleer dev
hucreler birbirlerine yapisik (sinsityal nikleus) 3 veya daha
fazla nukleustan olusur. Nukleuslar bazen sayillamayacak ka-
dar ¢ok sayida olabilir ve htcreyi 60-80 um’ye kadar bayute-
bilir'. Bu bulgularin pozitiflik orani ilk ¢ ginde oldukga
yuksekken slre uzadikc¢a pozitiflik orani azalir. Herpetik
efeksiyonlara 6zgu intrantkleer inklizyon cisimciklerini
(Cowdry A cisimcikleri) May-Grinwald-Giemsa ile tespit et-
mek gii¢ olmasina ragmen Papanicolaou ve Romanowski bo-
yalari ile kolayca saptanabilir’.

Akantolitik bir hastalik olmasi nedeniyle Darier hastaligi da
klinik, histopatolojik ve sitolojik olarak pemfigus ile karisabi-
lir. Pemfigustan farkh olarak, Darier hastaliginda akantolitik
htcrelere corps rond ve grain eslik eder' (Resim 5B). Corps
rond yuvarlak sekilli, hiyalen asidofilik sitoplazmal ve cevre-
sinde halosu bulunan piknotik keratinositlerdir. Grain ise
corps rondun son Urlnudur. Grainlerin nukleuslari oval olup
cevresinde homojen diskeratotik materyalle cevrilidir. Eger
lezyon enfekte degilse pemfigusun aksine ¢ok fazla inflama-
tuar hicre gézlenmez’.

Resim 5. Herpetik enfeksiyonda akantolitik hiicreler (siyah
oklar) ve multiniikleer dev hiicre (kirmizi ok) (A), Darier
hastaliginda akantolitik hiicre (beyaz ok), corpus rond (siyah
ok) ve grainler (kirmizi oklar) (B), biill6z impetigoda diskera-
totik akantolitik hiicre (ok) (C), akantolitik tip skuaméz hiicre-
li karsinomada akantolitik hiicre (kirmizi ok) ve niikleus kon-
tiir diizensizligi (beyaz ok) (D) (May-Griinwald-Geimsa X1000)

g

Cocuklarda bulléz impetigo ve stafilokoksik haslanmis deri
sendromu klinik ve sitolojik olarak pemfigus ile karisabilir.
Bull6z impetigoda akantolitik hiicrelerin bazilari diskeratotik-
tir (Resim 5C). Sitolojik incelemede diskeratotik akantolitik
hucreler ile birlikte yogun nétrofil ve koklarin gézlenmesi
bulléz impetigo icin tanisaldir. Stafilokoksik haslanmis deri
sendromunda ise kok ve nétrofiller olmaksizin sadece diskera-
totik akantolitik hicreler gézlenir®.

Hailey-Hailey hastaliginda da, pemfigusta oldugu gibi, sadece
akantolitik hucreler gézlenir. iki hastalik arasinda sitolojik ayirim
direkt immunofloresan inceleme ile yapilabilir. Yaymalardan ya-
pilan immunofloresan incelemede akantolitik hticre cevresinde
IgG depolanmasi saptanmasi pemfigus lehine iken bu bulgunun
negatif olmasi Hailey-Hailey hastaligini dustnddrars” s
Pemfigus herpetiformisli olgularda akantolitik hiicreler az sa-
yida oldugundan gézden kagabilir ve ¢cok sayida tadpole hic-
re yanhshkla spongiotik dermatit olarak degerlendirilebilir.
Bu hastalarda yaymanin tim alanlarinin ayrintili incelenmesi
ve yaymadan immunofloresan inceleme yapilmasi spongiotik
dermatitlerden ayrimda dnemlidir®.

Pemfiguslu olgularda go6zlenen nukleolus belirginlesmesi,
mitozda artis ve akantolitik hticre iceren dev hiicreler akan-
tolitik tip skuamoz hicreli karsinoma ile karisabilir. Akanto-
litik tip skuamoz hucreli karsinomada akantolitik hicrelerde
nukleer kontlr dizensizliginin olmasi, poikilositoz ve poiki-
lokaryozis olmasi ve direkt immuanofloresan incelemede IgG
depolanmasinin negatif olmasi pemfigustan ayirt edici nok-
talardir*’ (Resim 5D).

Diger Otoimmiuin Biill6z Hastaliklar

Bulléz pemfigoid ve diger subepidermal otoimmun bulléz
hastaliklarin sitolojik bulgusu tanisal degildir. Sitolojik incele-
mede normal poligonal keratinositler ve az sayida iribas huc-
resi gozlenir. Zeminde eozinofil, nétrofil ve lenfositlerden
olusan inflamatuar hucreler saptanir. Bu hastaliklarda pemfi-
gustan farkh olarak akantolitik hiicre gdzlenmez®™.

Sonug

GUnUmuzde otoimmun hastaliklarin tanisinda yeni yontemler ge-
listirilmesine ragmen sitoloji halen pemfigusun diger otoimman
hastaliklardan ayirt edilmesi ve sekonder herpetik enfeksiyonlarin
tespitinde kullanilan hizli, ucuz ve kolay uygulanabilir bir tani
yontemidir. Bununla birlikte otoimmun hastalik tanisinin histopa-
tolojik ve immunofloresan incelemeler ile desteklenmesi gerekir’.
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