Orijinal Arastirma 191
Original Investigation

DOI: 10.4274/Turkderm.66587

Psoriatik deri 6rneklerinde lenfatik ve kan damari
yogunlugunun arastinlmasi

Evaluation of lymphatic and blood vessel density in psoriatic skin

B
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Ozet

Amac: Anjiogenez psoriasis fizyopatolojisinde nemli bir rol oynamaktadir. Psoriyasisin anjiogenez bagimli bir hastalik oldugu
diistindildiigii icin, psoriasis arastirmalarinda lenfatik damarlara az ilgi gosterilmistir. Psoriasis plaklarinda lenfatik damar yogunlugunu
konu alan ¢alismalarin sonuclar arastirma yéntemine gore degisir ve sonuglar birbirleriyle ¢eliskilidir. Calismamizin amaci, psoriyatik
plaklarda lenfatik damarlara spesifik yeni gelistirilen bir belirte¢ olan D2-40 ile lenfatik damar yogunlugunu belirlemek ve CD34
immiinhistokimyasal boyama ile belirlenen genel damar yogunlugunu karsilastirmaktir.

Gere¢ ve Yontem: Calismaya 37 tedavi almamis psoriasis hastasi (16 erkek, 21 kadin) ile 16 saglikli kontrol birey dahil edildi.
Katiimcilardan alinan biyopsi 6rnekleri, lenfatik ve kan damarlarini géstermek {izere D2-40 ve CD34 antikorlar kullanilarak
immiinhistokimyasal boyama ile degerlendirildi.

Bulgular: Hasta grubunda papiller ve retikiiler dermiste D2-40 ile boyanan lenfatik damar sayisi kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml oranda yiiksek bulundu (sirasiyla p=0,007 ve p=0,001, Mann-Whitney U testi). Psoriyatik deride retikiiler dermiste D2-40 ile
boyanan lenfatik damar sayisi papiller dermistekine gore anlamli derecede yiiksekti (p=0,001, Wilcoxon testi). CD34 ile boyanan kan
damari sayisi ise papiller dermiste ve retikiiler dermiste kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksekti (sirastyla p=0,000
ve p=0,008, Mann-Whitney U testi).

Sonug: Calismamiz psoriyatik plaklarda kontrol grubuna gére CD34 ve D2-40 ile belirgin immiinboyanma oldugunu géstermistir.
Psoriasiste lenfatik ve kan damari sayisindaki artis, psoriasis patogenezinde anjiogenezin yani sira lenfanjiogenezin de iliskili oldugunu
distindtirmektedir. (Ttrkderm 2012; 46: 191-5)

Anahtar Kelimeler: Psoriyasis, lenfanjiogenez, anjiogenez, D2-40, CD34.

Summary

Background and Design: Angiogenesis plays a significant role in the physiopathology of psoriasis. Since psoriasis is considered to
be an angiogenesis-dependent disease, lymphatic vessels have received little attention in psoriasis research. The results of the studies
on lymphatic vessel density in psoriasis plaques varies by the detection procedure and the results are contradictory. The purpose of
this study was to determine lymphatic vessel density using a novel lymphatic vessel-specific marker D2-40 and to compare it with
general vessel density as determined by CD34 immunohistochemical staining in psoriatic plaques.

Materials and Methods: Thirty-seven untreated patients with psoriasis (16 men, 21 women) and 16 healthy control subjects were included
in the study. Biopsy specimens taken from the subjects were evaluated by immunohistochemistry using D2-40 and CD34 antibodies to show
the lymphatic and blood vessels.

Results: We found a significantly increased number of lymphatic blood vessels stained with D2-40 in both papillary and reticular
dermis in psoriatic plaques as compared to control group (p=0.007 and p=0.001, respectively, Mann-Whitney U test). The number
of lymphatic vessels stained with D2-40 in reticular dermis were significantly higher than the number of lymphatic vessels in papillary
dermis (p=0.001, Wilcoxon test). The number of blood vessels stained with CD34 were higher in both reticular and papillary dermis
when compared to controls (p=0.000 and p=0.008, respectively, Mann-Whitney U test).

Conclusion: Our study demonstrated marked immunostaining of CD34 and D2-40 vessels in psoriatic plaques when compared to control
group. Increased numbers of lymphatic and blood vessels in psoriasis suggest that lymphangiogenesis as well as angiogenesis may
contribute to the pathogenesis of psoriasis. (Turkderm 2012; 46: 191-5)
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Giris

Psoriasis, immdinolojik, metabolik, genetik ve vaskiler etyolojilerin rol
aldigr kronik inflamatuvar bir hastaliktir!. Psoriyasiste epidermal
hiperproliferasyon ve l6kosit infiltrasyonu disinda énemli bir 6zellik de
neovaskUlarizasyondur. Anjiogenez, psoriasis patogenezinde primer olay
olmasa da, psoriyasisin anjiogeneze bagiml bir hastalik oldugu
dustuintlmektedir. Psoriasiste papiller dermiste genis, uzun, kivrimli ve
gecirgenligi artmis damarlar anjiogenezin kardinal bulgularidir2. Klinik
olarak lezyon olusmadan 6nce erken dénemde vaskuler degisikliklerin
gorildugu bilinmektedir2.

Anjiogenezin vaskuler endoteliyal blylme faktord ile direkt iliskili olarak
psoriasis patogenezinde rol aldigi iyi bilinmekteyken, lenfanjiogenezin
arastinldigl az sayida calisma mevcuttur. Bu calismalarda arastirma
yontemlerine gore lenfatik damar yogunlugu ile ilgili farkli sonuglar
saptanmistir. Calismalarin bir kisminda lenfatik damarlanma artmis
olarak bulunurken; bir kisminda ise azalmis oldugu gorilmustiir3-6.
Podoplanin (D2-40), musin tip transmembran glikoproteinidir. Lenfatik
damar endoteline spesifik olan ve lenfatik damarlari gdéstermede
kullanilan podoplanin, kan damari endotelinde bulunmaz’. Podoplanin
eksikliginde lenfatik transport bozuklugu, lenfatik damarlarda dilatasyon
ve konjenital lenfédem gibi patolojik durumlar géraltird.9.

CD34, psoriyatik lezyonlardaki artmis ylzeyel mikrovaskuleriteyi tesbit
etmek amaciyla kullanilan, yalnizca kan damari endoteline spesifik bir
transmembran yiizey proteinidir. Hematopoezin regllasyonunda rol
oynar9.10.

Bu calismanin amaci psoriasis hastalarinin deri biyopsilerinde lenfatik
damara spesifik bir markir olan D2-40 ile lenfatik damar yogunlugunu
arastirmak ve CD34
karsilastirmaktir.

ile belirlenen kan damari  yogunlugunu

Gerec ve Yontem

Galisma 21 kadin, 16 erkek toplam 37 kronik plak tip psoriasis hastasi ile
herhangi bir deri hastaligi bulunmayan 16 saglikli bireyin deri biyopsi
ornekleri ile yapildi. Calismaya dahil edilen hastalar son (¢ ayda sistemik
ve son bir ayda lokal tedavi almamislardi. Calisma protokolli hastane etik
kurulu tarafindan onaylanarak tim katilimcilardan bilgilendirilmis onam
formu alindi.

‘Punch’ biyopsi érnekleri %10 formalin ile fikse edildikten sonra rutin
doku takibine alindi. Hematoksilen ve eozin boyasi ile psoriasis tanisi
histopatolojik olarak konduktan sonra immunhistokimya ile D2-40 ve
CD34 ile boyanarak degerlendirildi. D2-40 antikoru icin pozitif kontrol
olarak lenfanjioma kullanilirken, CD34 antikoru icin tonsil dokusu
kullanildi.

immiinhistokimyasal Boyama

immunhistokimyasal boyamalar, parafin bloklardan hazirlanan kesitlere
peroksidaz-antiperoksidaz (PAP) yontemi ile diaminobenzidin (DAB)
kromojeni kullanilarak uygulandi. Parafine gémuli bloklardan 2,5-3
mikrometrelik kesitler alindi. Antijen geri kazanimi i¢in mikrodalgada
sitrat ile 20 dakika isleme alindiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini
bloke etmek icin %3'lik H,0, ile 10 dakika inklbe edildi. Tamponlanmis
salin (PBS) ile yikandi ve protein blokaj sonrasinda D2-40 antikoru (Signet
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Laboratories, Dedham, MA, USA) (Mo a Hu D2-40) ve CD34 antikoru
(Mo a Hu CD 34 Klas II, Klon QBEnd 10) ile oda sicakliginda bir saat
inklbe edildi. Sonra sirasiyla sekonder antikor, streptavidin peroksidaz
kompleksi ve renklendirmek icin %0, 1°lik DAB kromojeni ile isleme devam
edildi ve her birinin arasinda PBS ile yikandi.

Sonuglarin Degerlendirilmesi

Degerlendirmeler 1stk mikroskobunda x40 biyltmede preparatlarin tim
alanlar incelenerek yapildi. Ayni kesitte farkli preparatlarda hem D2-40
hem de CD34 boyalari kullanildi. Lenfatik damarlar D2-40 ile boyanirken,
kan damarlarindan ayirimi icin kan damari endoteline spesifik olan CD34
boyasi kullanildi. Lenfatik endotele spesifik ve sensitif olan D2-40 boyasi
ile lenfatik damarlar Iimeni genellikle bos, nadiren eritrosit iceren yapilar
olarak goézlendi. CD34 ile pozitif boyanan limeni daha kalin, limen
icerisinde siklikla eritrosit bulunan ve D2-40 negatif olan yapilar ise
vaskiler damarlar olarak belirlendi. Hasta ve kontrol grubu icin D2-40 ve
CD34 ile pozitif boyanan preparatlardaki damarlar 1sik mikroskopu ile tek
patalog tarafindan ayri ayr sayilarak not edildi.

istatistiksel analiz

Calismada elde edilen tim veriler SPSS for Windows 15 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA) programi kullanilarak degerlendirildi. Hasta ve kontrol
gruplarinin cinsiyeti  Ki kare testi ile, yaslarr Mann-Whitney U testi ile
degerlendirildi. Mikrovaskiler damar yogunlugu ile lenfatik damar
yogunlugunun karsilastiriimasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. P
degerinin 0,05'in altinda olmasi anlamli kabul edildi. De@erler ortanca
(minimum- maksimum) olarak verildi.

Bulgular

Calismaya dahil edilen 16 erkek, 21 kadin toplam 37 hastanin yas
ortancasi 48, yas araligi 18-73 idi. Kontrol grubundaki 6 erkek 10 kadin
toplam 16 bireyin yas ortancasi 40, yas araligi 19-77 idi. Kontrol ve
hasta grubunun yas ve cinsiyet dagilimlari benzerdi (sirasiyla p=0,213;
Mann-Whitney U testi, p=0,932; Ki kare). Psoriyatik deride D2-40 ile
boyanan lenfatik damar sayisinin ortanca degeri ve deger aralig
papiller dermiste 2 (0-90) ve retikiler dermiste 12 (0-59) iken kontrol
grubunda sirasiyla 0 (0-3) ve 0 (0-17) idi (Resim 1,2,3). Hasta ve kontrol

Resim 1. Psoriatik deride papiller dermiste D2-40 ile pozitif reaksiyon
gosteren lenfatik damarlar (Immunhistokimyasal boyama x40)
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grubu arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli idi (sirasiyla p=0,007
ve p=0,001, Mann-Whitney U testi). Psoriyatik deride retikiler dermiste
D2-40 ile boyanan lenfatik damar sayisinin ortanca degeri papiller
dermistekine gdre anlamli derecede yiksekti (p=0,001, Wilcoxon testi,
parametrik olmayan, dagilimi normal olmayan, bagimli iki degiskenin
ayni hasta grubundaki ézelliklerini karsilastirmak icin kullaniimistir).
Psoriyatik deride CD34 ile boyanan kan damari sayisinin ortanca degeri
ve deger araligi ise papiller dermiste 50 (9-183) ve retikiler dermiste 61
(16-220) olup, kontrol grubunda sirasiyla 9 (2-27) ve 41 (10-71) idi (Resim
4,5). Hasta ve kontrol grubu arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (sirasiyla p=0,000 ve p=0,008, Mann-Whitney U testi). Psoriyatik
deride retikiler dermis ve papiller dermiste CD34 ile boyanan damar
sayilarinin ortanca degerleri arasinda ise fark yoktu (p=0,267, Wilcoxon
testi). Tablo 1 ve Sekil 1'de hasta ve kontrol grubunun yaslari ile papiller
dermis ve retikller dermisteki D2-40 ve CD 34 ile boyanan damar
sayllarinin ortanca degerleri karsilastinimistir.

boyamayan, lenfatik yapilari liiminal ylizde membrandz sekilde

isaretleyen D2-40 ile pozitif boyanan lenfatik damarlar

(Immiinhistokimyasal boyama x40)

—~ - S <9 ™

Resim 3. Kontrol grubunda retikiiler dermiste az sayida boyanan
lenfatik yapilar (Immiinhistokimyasal boyama x40)
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Resim 4. Papiller dermiste CD34 ile pozitif boyanan cok sayida
vaskiiler yapilar (Immiinhistokimyasal boyama x40)

Resim 5. Retikiiler dermiste CD34 ile reaksiyon veren ¢ok sayida
vaskiiler yapilar (Immiinhistokimyasal boyama x40)
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Sekil 1. Hasta ve kontrol grubunun yas dagihmi ile papiller dermis
ve retikiiler dermisteki D2-40 ve CD34 ile boyanan damar
dagilimlarinin karsilastinlmasi

2nuza

o

s

3
X bemea



'l 9 Tas ve ark.
Psoriasiste lenfatik ve kan damar yogunlugu

Tirkderm
2012; 46: 191-5

Tablo 1. Hasta ve kontrol grubunun yaslar ile papiller dermis ve
retikiiler dermisteki D240 ve CD 34 ile boyanan damar sayilarinin

ortanca degerlerinin karsilastiriimasi

Kontrol p

Hasta

n=37 n=16
Yas 48 (18-73) 40 (19-77) 0.213
Papiller dermis D2-40 2 (090 0(03) 0.007*
Retikler dermis D2-40 12 (0-59)€ 0(0-17) 0.001*
Papiller dermis CD34 50 (9-183) 9(2-27) 0.000*
Retikler dermis CD34 61(16220) 41 (1071) 0.008*
*p<0.05, Mann-Whitney U testi (Degerler ortanca ve dagilim araligi olarak verilmistir).
€ p=0.001 Wilcoxon testi

Tartisma

Psoriasis, T lenfosit aktivasyonunun neden oldugu, kronik inflamasyonun
rol oynadigi bir hastaliktir Akut ve kronik inflamasyonda lenfatik
damarlarin sayica artis gosterdigi  bilinmektedir. Lenfatik damarlar
dermal papillada ince duvarli, endotel hiicreleri arasinda genis bosluklari
olan ve fenestralar bulunmayan yapilardir ve inflamasyona bagl doku
o6deminin drene edilmesinde gorevlidirler. Ancak bunun yani sira
lenfatiklerin  kronik inflamasyonun slrddrilmesinde ve immunolojik
yanitta rol oynadigi da gosterilmistir!1-13. Lenfanjiyogenezin psoriasis ile
iliskisi yakin zamanda arastiriimaya baslanmistir ve bu konuda az sayida
calisma bulunmaktadir>.6.14.15_ Calismamizin amaci psoriyatik plaklarda
lenfatik ve kan damari yogunlugunu arastirmaktir.

Psoriyatik lezyonlarda lenfatik damarlar ilk kez Braverman ve Yen
tarafindan tanimlanmistir6. Erken dénem psoriasis lezyonlarinda orta
derecede epidermal degisikliklere ragmen papiller 6dem ve kapiller
dilatasyon ile karakterize ciddi dermal degisikliklerin oldugu bilinmektedir6.
Henno ve ark.nin psoriasis plaginda vaskdler gelisimi inceledikleri bir
calismada ayni hastanin lezyonsuz derisi, yeni olusan erken lezyon ve
blylk plaklarinda D240 ile boyali lenfatik damarlarin blyukltkleri
karsilastirimistir. Sonug olarak lenfatik damar alani normal deride ve yeni
olusmus psoriasis plaginda benzer iken, blylk plaklarda daha ytksek
bulunmustur. Kan damari alani ise yeni olusan lezyon ile biyik plaklarda
benzer ve normal deriden daha yiiksek bulunmustur. Buna gore psoriasiste
Once anjiyogenezin olustugunu, sonra lenfatik damarlarin  gelistigini
gOstermislerdir’4. Psoriyatik plaklarin tedavisi sonrasi ise dermal papillada
yalniz kan damarlarinin kaldigi, lenfatik damarlarin ise tedavi sonrasi
bulunmadigi gosterilmistir3.17. Kan damarina spesifik olan CD31 ile
lenfatik endotel hiicre markirt (LYVE-1) kullanilarak yapilan bir ¢alismada
psoriasisli hastalarin lezyonsuz derileri ile hasta olmayan Kkisilerin
derilerinde kan ve lenfatik damar yogunlugu agisindan bir fark olmadigi
gosterilmistir. Buna karsin psoriyatik lezyonlarda dermal papillalar icinde,
genislemis ve kivrimlar artmis lenfatik damarlar tesbit edilmistir'8.
Ultrastrikturel calismalar ile de psoriyatik plaklarda, lenfatik damar
yogunlugunun normal deriye gdre daha fazla oldugu ve Ust dermal
pleksustan dermal papillaya dogru yogunlugunun arttigi gosterilmistir3:4.
Bu calismalar, psoriatik plaklarin gelisiminde lenfatik damarlarin rollinin
oldugunu distindtren énemli géstergelerdir.

Lenfatiklerin psoriasisteki artisini aciklayabilecek az sayida bilgi vardir.
Psoriasisteki lenfatik damar sayisinin artisinin, lenfatik endotel
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hicrelerinin ekspresyonu ve migrasyonunda rol alan nérofilin-2a (NRP-
2a)'nin fazla eksprese edilmesine bagli olabilecegi distuntlmistlir19.20,
Ayrica lenfatik endotel belirteclerinden vaskiler endoteliyal biyime
faktor reseptori-3 (VEGFR-3)'lin aktivitesindeki artis da lenfatik damar
sayisinda artisa neden olabilir’>. Man ve ark. keratinositlerden VEGFR-3
ve NRP-2'nin eksprese edildigini éne strmUsler ve lenfatik damar sayisi
artisinda keratinositlerin de etkili olabilecegini belirtmislerdir21.
Psoriasiste lenfatiklerin yogunlugu disinda islevini arastiran calismalarin
sonuglar da farklilik gostermektedir. Staberg ve ark. psoriasiste lenfatik
albumin temizlenmesinin normal deriye gére fazla oldugunu géstermisler
ve bunun da psoriyatik lezyonlarda lenfatik ag olusumundaki artis yani
lenfanjiyogenez ile desteklendigini belirtmislerdir?2. Ryan ise psoriasiste
lenfatik drenajin fokal olarak azaldigini gostermis, papiller 6demin de
buna bagl oldugunu 6ne stirmustir'8.

Bizim calismamizda, lenfatik damarlara sensitif bir markir olan D2-40
antikoru ile psoriatik plaklarda lenfatik damar yogunlugunun normal
deriye gore fazla oldugu gorildi. CD34 antikoru ile de psoriyatik
plaklarda olmasi beklenilen anjiyogenez varligi gosterildi. Ancak
psoriyatik deride lenfanjiyogenezin, anjiyogenez kadar fazla olmadig
tesbit edildi. Lenfatik damarlanmanin en yogun oldugu yer retikiler
dermis olarak tesbit edildi. Sonuclarimiz literatlr ile uyumlu
bulunmusturé.17. Calismamizin sonuglari, psoriasisin anjogenez ile
oldugu kadar lenfatik damarlar ile de iliskisi olabilecegine isaret
etmektedir. Lenfatik damarlarin sadece yapisal olarak incelenip,
fonksiyonel &zelliklerini  degerlendirmemis olmamiz calismamizi
sinirlandirmaktadir.

Bu calisma ile kronik inflamatuvar bir hastalik olan psoriasiste lenfatik
damarlarin sayica arttigi gosterilmisti. Bunun psoriasise 6zgl olup
olmadigini anlayabilmek icin lenfatik damarlarin islevsel rollnin
arastinldigi ve diger inflamasyonla seyreden deri hastaliklari ile
psoriyatik deri drneklerinin karsilastirildigr daha genis kapsamli
calismalara ihtiyag vardir. Béylece, son yillarda psoriasis tedavisinde yer
almaya baslayan anjiyogenez inhibitorleriz3 gibi, antilenfanjiyogenik
ajanlarin da tedavi alternatifleri arasina girmesi s6z konusu olabilecektir.
Tesekkiir

Bu calismaya emegi gecen ve calisma bitiminde vefat eden degerli
arkadasimiz Patolog Dr. Murat Anlar'a minnettarligimizi sunuyor ve
kendisini sayg ile aniyoruz.
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