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Ozet

Summary

Psoriasis; T hiicreleri ile keratinositler arasindaki et-
kilesim bozukluguna bagli olarak ortaya c¢ikan ve kerati-
nositlerde asir1 ¢ogalma ve apoptotik hiicre dliimiine direng
ile karakterize, sik goriilen bir dermatolojik rahatsizliktir.

Psoriatik epidermiste hiicre kinetigini incelemek
amaciyla yaptigimiz ¢alismamizda, generalize psoriasis
tanis1 konmus 24 olgunun lezyonlarindan ve 10 saglikli de-
riden punch biyopsi alindi. PCNA, Ki-67, p53 ve bcl-2 pro-
tein ekspresyonlar1 avidin-biotin kompleks immunperoksidaz
yontemi ile gosterildi. PCNA, Ki-67, p53 ve bcl-2 protein ek-
spresyonlar1 pozitif niikleer boyanan keratinosit yiizdeleri
olarak hesaplandi.

Psoriatik keratinositlerde Ki-67 pozitif boyanan ortalama
hiicre sayist %38.19, PCNA pozitif boyanan ortalama hiicre
sayist %49.58, p53 pozitif boyanan ortalama hiicre sayist
%11.5 bulunurken keratinositlerde bcl-2 ekspresyonuna
nadiren rastlanildi.

Sonug olarak c¢aligmamizda psoriatik keratinositlerde
artmis Ki-67 ve PCNA protein ekspresyonlar: hiicre ¢ogalma
kinetiginin hizlandigin1 gostermektedir. Apoptozisi diizenle-
yen bir gen olan p53'in de psoriatik keratinositlerde artis
gostermesi, hizli hiicre ¢ogalmasi sirasinda bu hiicrelerde
meydana gelebilecek DNA hasarlarin1 onarmak i¢in fizyolo-
jik bir reaksiyon olabilir.
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Psoriasis is a common dermatological disorder character-
ized by hyperproliferation and resistance of keratinocytes to
apoptosis, possibly due to an abnormal regulation at the level
of T cell-keratinocyte interaction.

In our study, punch biopsies were excised from lesional
skin of 24 patients with generalized psoriasis and 10 healthy
controls to search proliferation kinetics in psoriatic epidermis.
The protein expression of PCNA, Ki-67, p53 and bcl-2 were
demostrated using the avidin-biotin complex immunoperoxi-
dase method. The results of PCNA, Ki-67, pS3 and bcl-2 pro-
tein expressions were evaluated for the percentage of positive
keratinocyte nuclei in the epidermis.

While the mean percentage of Ki-67 positive cells in pso-
riatic epidermis was 38.19%, PCNA positive cells was 49.58%
and p53 positive cells was 11.5%, we rarely observed bcl-2
positive staining keratinocytes.

In conclusion, increased protein expressions of PCNA
and Ki-67 reflects increased proliferation kinetics in psoriatic
epidermis. Induction of an apoptotic gene, p53, may be a phys-
iologic reaction to repair the possible DNA errors occurring in
the rapidly proliferating tissue.
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Psoriasis; asir1 fakat kontrollii hiicre ¢ogal-
masina enflamasyonun eslik ettigi ve T hiicreleri
ile keratinositler arasindaki etkilesim bozukluguna
bagl olarak ortaya ¢iktig1 varsayilan bir derma-
tolojik rahatsizliktir (1,2). Hiicre dongiisiinde
kisalma ve dongiiye giren hiicre sayisinda artig
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tespit edilmis olmasina ragmen psoriatik kerati-
nositlerdeki yiiksek cogalma aktivitesinin ve fark-
lilasma bozuklugunun sebebi tam olarak bilin-
memektedir (3). Bununla beraber hiicre biiylimesi,
farklilagmas1 ve O6limiinden sorumlu olan gen-
lerdeki degisikliklerin hiicre ¢ogalmasini uyarma
veya apoptozisi baskilama yoluyla psoriasis pato-
genezinde rol almas1 miimkiin gériinmektedir.

Bu genlerden biri olan bcl-2, hiicre g¢ogal-
masini uyarmadan apoptozisi engellemesiyle 6zel-
lik gosteren bir gendir (4,5). Normal deride bcl-2
proteini eksprese eden hiicreler; bazal kerati-
nositler, olgun kil folikiiliiniin st iicte birlik kis-
mu1, sebase bezlerin terminal duktus kismi1 ve ekrin
bezlerdir (6). Keratinositler ve melanositlerin fark-
lilasmasina bagli olarak bcl-2 proteininin ek-
spres-yonu ve hiicresel orani ters orantili bigimde
azalmaktadir (7).

Apoptozisle iligkili diger bir gen olan p53
genom koruyucusu yani tiimor baskilayicist ve
apoptozis diizenleyicisi olarak gorev alir ve DNA
hasar1 karsisinda ¢ogalan hiicreyi G1 evresinde
durdurarak hasarli hiicrenin onarimina veya
6liimiine olanak saglar (8-10).

Giinlimiizde hiicre c¢ogalmasini incelemek
icin en sik kullanilan antijenlerden biri Ki-67'dir
(11). Ki-67 hiicre dongiisiinin GO ve erken G1
evreleri disindaki tiim evrelerinde eksprese
edildiginden dolayr bu niikleer antijene karsi
monoklonal antikorlar kullanilarak c¢ogalma
halinde olan hiicreler tespit edilebilmektedir (12-
14). Normal deride ~ Ki-67 pozitif boyanan hiicre
orani, %1-3 arasindadir ve daha ¢ok bazal ve
suprabazal tabakalarda gozlenmektedir (14).

Cogalan hiicre niikleer antijeni (PCNA) ise,
hiicrenin gogalma durumu ile iligkili olarak goriilen
bir diger niikkleer proteindir. Ge¢ G1 evresinden
erken S evresine kadar ekspresyonu artmaktadir.
Bu ylizden hiicre c¢ogalmasi veya turnover
oraninin bir indeksi oldugu diisiiniilmektedir
(15,16). Normal deride PCNA pozitifligine sadece
bazal tabakada ve ancak %10'a kadar varan oran-
larda rastlanilmaktadir (17).

Biz de bu galismamizda psoriatik kerati-
nositlerde hiicre ¢ogalmasi ve Olimini
diizenleyen genlerin protein ekspresyonlarini in-
celeyerek psoriasiste hiicre kinetigini irdelemeyi
amacladik.
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Materyel ve Metod

Calismamiza; Aralik 1998-Aralik 1999 tar-
ihleri arasinda Uludag Universitesi Dermatoloji
Poliklinigine bagvuran ve psoriasis tanist konulan,
son 1i¢ ay icerisinde sistemik veya topikal tedavi
gormemis, 13" (%54.2) kadin, 11'i erkek (%45.8),
toplam 24 hasta alindi. Hastalarin yaslar1 23 ile
69 (ortalama 42.6 yi1l) arasinda, hastalik siireleri 2
yil ile 40 yil (ortalama 10.5 yil) arasinda
degismekteydi. Kontrol grubu olarak alinan 10
saglam deri preparati, psoriasis preparatlari ile
ayn1 sekilde boyanarak incelendi.

Hastalarin infiltre plaklarindan, alinan punch
biyopsilerinde (5 mm.¢ap) hematoksilen&eozin
boyama ile histopatolojik incelenme sonucu psori-
asis tanist onaylandiktan sonra biyopsi kesit-
lerinde PCNA, Ki-67, bcl-2 ve p53 protein ek-
spresyonlart avidin-biotin kompleks immunper-
oksidaz metodu ile su antikorlar kullanilarak gos-
terilmistir (DAKO Corp., U.S.A.): p53 proteininin
vahsi ve mutant tipi ile reaksiyon veren bir monok-
lonal antikor olan DO7, Ki-S5 (Ki-67) ve 124 (bcl-
2) monoklonal fare antikorlari, sigan monoklonal
PNCA antikoru olan PC10.

Biyopsi oOrnekleri %10 formalinde fikse
edildikten sonra parafin kesitler poli-L-lizinli lam-
lara yerlestirilerek (Sigma Chemicals, St.Louis,
MO, USA) bir saat 60°C'de inkiibe edildi. Ornekler,
sirastyla ksilen ve alkolde bekletildi ve endojen
peroksidaz aktivitesini engellemek amaciyla bes
dakika %3 hidrojen peroksitte ve ardindan bes
dakika fosfatla tamponlanmis salinde (PBS) uygu-
land1. Her islem arasinda preparatlar PBS i¢inde
dikkatle yikanmistir. PCNA boyamasi disindaki
preparatlar, 5 mM sitrat (ph=6.0) i¢inde 160 W
mikrodalga firinda 99-100°C'de 20 dk. 1sitildik-
tan sonra p53, bcl-2, Ki-67 ve PCNA monoklonal
antikorlar1 uygulanarak oda sicakliginda 30 dk.
bekletildi. Preparatlara biotinylated anti-mouse an-
tikoru (Link solution, DAKO) damlatilarak 5 dk.
inklibe edildikten sonra streptavidin (Peroksidaz
Conjugated, DAKO) uygulanarak 30 dk. daha bek-
letildi. Kahverengi renk kromojen (diaminoben-
zidin) ile elde edilmistir. PBS i¢inde yikandiktan
sonra preparatlara Harris hematoksilen ile zemin
boyamast yapilmistir. Havada kurumaya
birakilan preparatlar daha iyi incelemek amaciyla
ksilenle seffaflastirilmistir. Preparatlar, iizerine
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Kanada balsami ile lamel kapatildiktan sonra
x400 biiylitmede incelenmistir.

Bcl-2, Ki-67 and PCNA i¢in pozitif kontroller
beraberinde lenf nodunda calisarak ve negatif kon-
troller de antikor uygulamadan boyanan kesitlerden
elde edilmistir. p53 boyamasi i¢in pozitif kontrol
olarak daha 6nce pozitif oldugu gosterilmis akciger
karsinoma kesitleri kullanilmistir.

PCNA, Ki-67, bcl-2 ve p53 immunohis-
tokimyasal boyamalar i¢in rastgele secilmis dort
ardisik epidermal alanda oftalmik mikrometre
yardimi ile x400 biiyiitmede 1000 keratinosit
sayilarak bunlarin i¢inde pozitif niikleer boyanma
gosteren hiicrelerin yiizde oranlari alindi.

Bulgular

Kontrol grubunun boyanma o6zellikleri litera-
tir (6,7,12,15) ile uyumlu olarak tespit edildi
(Tablo 1).

Lezyon yerinden alman punch biyopsilerinin,
Ki-67, PCNA ve p53 immunohistokimyasal boya-
ma ile incelemesinde, pozitif niikleer boyanma
gosteren hiicreler daha ¢ok epidermisin bazal ve
suprabazal tabakalarinda gozlenirken dermal alan-
daki lenfositler ve bazal tabakada melanositler
disinda bcl-2 pozitif niikleer boyanma gosteren
keratinositlere rastlanilmadi (Sekil 1-4). Ortalama
pozitif niikleer boyanma gdsteren hiicre sayisi
Ki-67 proteini i¢in %38.19, PCNA proteini igin
%49.58 ve p53 proteini i¢in ise %11.51 idi
(Tablo 2).

PSORIASIS LEZYONLARINDA Ki-67, PCNA, bcl-2 VE p53 PROTEIN EKSPRESYON-

Tablo 1. Normal deride bcl-2, p53, Ki-67 ve PCNA
ekspresyonu

Lokalizasyon Goriilme
siklig1

Bel-2 bazal hiicreler Nadir

olgun kil folikiiliiniin iist ticte biri

sebase bezlerin terminal duktusu

ekrin bezler
p53 bazal tabaka Nadir
Ki-67 bazal ve suprabazal tabaka %]1-3
PCNA  bazal ve suprabazal tabaka %10'a kadar

Tartisma ve Sonug

1963 yilinda Van Scott ve Ekel (18) tarafin-
dan psoriatik plaklarda keratinosit hiperprolif-
erasyo-nunun varliginin goésterilmesi ile aragtir-
malar psoriatik keratinositlerde hiicre g¢ogalmasi
ile 6liimii arasindaki bozulan dengenin incelenme-
sine yogunlagmistir (Tablo 3).

Bianchi ve ark. (19), psoriasiste apoptozisin
iligkisini irdelemek amaciyla lezyonlarda bcl-2
eks-presyonunu incelemis ve bazal tabakadaki bcl-
2 pozitif hiicre oraninda ciddi bir azalma tespit et-
mislerdir. Nakagawa ve ark. ise (20) yaptiklari in-
celemede lezyonlarda nadiren boyanma gozlem-
lemislerdir. Bizim ¢alismamizda da literatiir (19-
21) ile uyumlu olarak, psoriatik keratinositlerde
bcl-2 boyanmasi saptamadik.

Psoriasis lezyonlarinda p53 onkogen ekspres-
yonunun arastirildigi c¢aligmalarda Tadini ve
ark. (3), epidermiste 6zellikle bazal ve suprabazal

Sekil 1. PCNA pozitif niikleer boyanma gosteren keratinositler
(x200 biyiitme).
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Sekil 2. Ki-67 pozitif niikleer boyanma gosteren ve daha ¢ok
bazal ve suprabazal yerlesimli keratinositler (x200 biiyiitme).
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Sekil 3. p53 pozitif niikleer boyanma gosteren keratinositler
(x400 biiytitme).

tabakalarda yaklasik %20 oraninda pozitif boy-
anan hiicre tespit etmislerdir. Hannuksela-Svahn ve
ark. (22) ise %1.4 oraninda p53 pozitif boyanma
go6z-lemlemislerdir. Calismamizda psoriasis lezy-
onlarinda p53 pozitif boyanan hiicre orani ortala-
ma %I11.5 olup, bu oran Tadini ve ark.nin (3)
bildirdikleri orandan daha diisiik, Hannuksela-
Svahn ve ark.nin (22) bildirdigi orandan ¢ok daha
yiksek idi. Oranlardaki bu degisikliklerin kul-
lanilan boyama tekniklerine bagli olabilecegini
diisiiniiyoruz.

Ando ve ark. (23) calismalarinda, Ki-67
monoklonal antikoru kullanarak psoriatik epider-
miste ¢ogalan hiicreleri %54 oraninda ve daha ¢ok
basal ve suprabazal tabakalarda tespit etmislerdir.
Soini ve ark. (24) ise, bu oranin %7-15 arasinda
degistigini bildirmisler, yine Caldwell ve ark. (14)
bu oran1 % 21.5 olarak saptamislardir.
Hannuksela-Svahn ve ark. (22) ise lezyonlu deride

Sekil 4. Epidermiste bcl-2 pozitif boyanan melanositler ve der-
miste bcl-2 pozitif boyanma gosteren lenfositler (x200
biiyiitme).

Tablo 2. Psoriatik lezyonlarda 1000 keratinosit
icinde pozitif niikleer boyanma gdsteren ortalama
hiicre yiizdesi

Pozitif niikleer boyanma
gosteren hiicre (%)

Ki-67 %38.19
PCNA %49.58
ps3 %I11.5
bel-2 Nadir

%16.6 oraninda Ki-67 pozitif boyanma gozlem-
lemiglerdir. Bizim c¢aligmamizda da liter-
atiirdekine (14, 22-24) benzer sekilde Ki-67 pozitif
boyanma tespit edildi ve hiicre orani ortalama %
38.19 olarak bulundu. Bu oran, Ando ve ark. (23)
ile Caldwell ve ark. (14) bildirdigi oranlarin
arasinda bir degerdir ve psoriasiste artmis olan

Tablo 3. Psoriasiste bel-2, p53, Ki-67 ve PCNA protein ekspresyonlari

Bcl-2 p53 Ki-67 PCNA
Tadini ve ark.!98° %20
Ando ve ark.1990 %54
Bianchi ve ark.!9%4 Nadir
Nakagawa ve ark.!994 Nadir
Soini ve ark.19%4 %7-15
Caldwell ve ark.!9%7 %21.5
Hannuksela-Svahn ve ark.!9% %1.4 %16.6 %48
Kawabhira ve ark.!9%? %24.2
Biilbiil Bagkan ve ark 2000 Nadir %11.51 %38.19 %49.58
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hiicre kinetigini dogrulamakta- dir.

Kawahira'nin arastirmasinda (17), PCNA po-
zitif boyanan hiicre oran1 %24.2 olarak saptarken,
Hannuksela-Svahn ve ark. (22) ise %48 oraninda
PCNA pozitif boyanma gozlemlemislerdir. Bizim
calismamizda da PCNA pozitif boyanan hiicre
orani, Hannuksela-Svahn ve ark.nin (22) bildirdigi
orana ¢ok yakin olarak %49.58 bulunmustur.
Hiicre dongiisiinde daha uzun siire eksprese
edildiginden dolayi, PCNA pozitif boyanan hiicre
orani Ki-67 pozitif boyanan hiicrelerden daha yiik-
sek saptanmistir.

Sonug olarak ¢alismamizda psoriatik kerati-
nositlerde artmis hiicre ¢ogalma kinetigini yan-
sitir sekilde Ki-67 ve PCNA protein ekspresyon-
larinda artis oldugunu go6zlemledik. Cogalma
gostergeleri gibi p53'in de psoriatik kerrati-
nositlerde artis gostermesinin ise, hizli hiicre
¢ogalmas1 sirasinda bu hiicrelerde meydana
gelebilecek DNA hasarlarina karsi1 fizyolojik bir
reaksiyon olabilecegini diisiiniiyoruz.
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