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Az apoptézis a programozott sejthaldl (PCD) morfolégiai
megnyilvanuldsa, melyet a sejtmag DNS-ének szabdlyos
Jeldaraboléddsa jellemez. A folyamat egyik gyakori effek-
tor fehérjéje a sziveti transzglutamindsz (SZTG). A kerati-
nocita differencidcié a PCD specidlis formdja, amely so-
rdan a sejtek elveszitik magjukat, lipidekkel, keratinnal ki-
leétt burokba zdrva a bér kiilsé: kompakt rétegét alkot-
Jak. Psoriasisban differencidléddsi zavar kovetkeztében a
sejtmagvukat megtartd, kénnyen lehdmis pikkelyeket for-
mdld  korneocitdk jellemzéek. Szerzdk psoriasisos és
egészséges egyén birbiopszids anyagait vizsgdltak DNS
végjeldléses és immunperoxiddz médszerrel SZTG elleni
antitestet haszndlva, azzal a célial, hogy megdllapitsak,
vajon az apoptézis folyamata kdrosodott-e. A vizsgdlato-
kat kiegészitették psoriasisos pikkelybil fenoliklorofom
médszerrel kivont DNS 1% agaroz gél elekiroforézisével
is. Psoriasishan a parakeratétikus és a szuprabazdlis ré-
teg hozzd kizel esd részében a sejtek DNS fragmentécidr
mutattak, mig a normadl epidermiszben csak a granuldris
rétegben volt néhdny sejt pozitiv. A psoriasisos hdm min-
den él6 rétege pozitivan festédott SZTG antitesttel, de a
normdl epidermiszben nem, vagy csak a bazdlis réteg hal-
vdny festddése volt kimutathaté. Voltak sejtek, melyek
SZTG expresszidt mutattak, de DNS Jragmentdciot nem.
Az eredmények arra utalnak, hogy psoriaisban az epider-
mdlis apoptosis kdrosodott.
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SUMMARY

Apoptosis is the morphological manifestation of program-
med cell death (PCD). Apopitosis is biochemically charac-
terized by nucleosome- sized DNA fragmentation. One of
the effector proteins of apoptosis is tissue transglutaming-
se (TTG). Keratinocyte differentiation is a special form of
PCD, during which the cells lose their nuclei, form corni-
Jied envelops filled with crosslinked poroteins to constitute
the outer compact layer of the epidermis. Impaired epider-
mal differentiation with nucleated scaling corneocytes is
characteristic for psoriasis. In order to determine whether
apoplosis is altered in psoriasis or not, we studied skin bi-
opsies taken from psoriatic patients and healthy controls
applying the DNA nick end labelling technique to detect
chromatin fragmentation and immunoperoxidase labelling
to characterize the expression of TTG. Chromatin frag-
mentations are confirmed by agarose gel electrophoresis
of DNA extracted from psoriatic scales. Staining of cells
undergoing nuclear fragmentation was detected in q wide
zone of the abnormal parakeratotic and the adjacent sup-
rabasal layer in psoriatic samples, whereas only in a few
cells in the stratum granulosum of normal skin. The whole
living layer of the psoriatic epidermis gave positive stai-
ning with TTG antibody but in normal epidermis there was
only minimal basal staining or no staining at all. There
were cells with TTG expression without DNA fragmentati-
on. We conclude that impaired epidermal apoptosis my be
involved in the pathogenesis of psoriasis.
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Bevezetés

Az apoptézis (18), a programozott sejthaldl (angolul:
programmed cell death) (PCD) morfoldgiai megnyilvdnu-
lasdnak leirasara hasznalt fogalom, bar sokszor a két elne-
vezést szinonimaként is alkalmazzak. A zsugoroddssal ji-
16 sejtelhalds aktiv, energidt és tobbnyire fehérjeszintézist
igénylé folyamart, amely meghatdrozott program szerint
zajlik le (9). Ehhez sziikséges informdciét a sejtek geneti-
kai anyagukban tartalmazzak (2). A PCD-nek sejttipustél,

az egyedfejlédés idejétdl fiiggéen harom alapvetd formdja
kiilonithetd el. Egyik a morfogenézis alatt észlelt sejtelha-
las, a masik a klasszikus értelemben vett apopotézis, a
harmadik a PCD specializalt formdja. A klasszikus apop-
tozis a proliferdciéval ellentétes irdnyt folyamat és igy
azzal egyensiilyt tartva biztositja a szivetek allandd, a
szervezet igényeinek megfelel tomegét (5). A speciali-
zélt forma megjelolést arra az esetre alkalmazzdk, amikor
bizonyos szovetek sejtjei differencialédasuk soran elvesz-
tik sejtmagvukat, azok meghatdrozott program szerint fel-



szivédnak (vvt, hamsejtek), igy ezek a szovetek felhasz-
naltdk az apoptdsis programjat az evolticié sordn a mind
tokéletesebb funkcid elldtdsa érdekében (11).

Az utébbi idékben egyre intenzivebb kutatds folyik a
programozott sejthaldl folyamatdnak megismerése célja-
bél. Szamos olyan fehérjét és az azokat kédold gént is-
mertek fel, melyeknek szerepe van a folyamatban
(transzglutamindz (10), onkogének, tumorszupresszor gé-
nek és intracelluldris protedzok (20). Ugy tiinik, hogy bér
a kiilonboz6 formakban vannak eltérések, az egyik legjel-
lemzébb jelenség az igen kordn jelentkezé DNS feldara-
bolédds, amely csaknem minden esetben megfigyelhetd.
A DNS a nukleoszémdk kozoti tn. linker szakaszon torik,
igy meghatdrozott nagysagi fragmentumok képzddnek,
melyek agaréz gél-elektroforézis sordn jellegzetes, a 1étra
fokainak megfeleld csikokat adnak (ladder pattern [7]). A
DNS ilyen jellegli feldaraboléddsanak kimutatisa a PCD
jelenlétére utal. Normal szovetekben, ahol a sejtek csak
kis hdnyadat érinti az apoptdzis, a DNS extrakcid és a gél
elektroforézis nem alkalmazhaté a folyamat vizsgélatara.
Vannak olyan in situ moédszerek, melyek segitségével
hisztolégiai metszeteken lathatéva teheték az apoptotikus
sejtek. Ezek lényege, hogy DNS polimerdzok segitségével
az apoptézis sordn szabaddd vilé DNS-szilakhoz jelzett
nukleotidokat lehet beépiteni és ezek jelzGanyagitdl fiig-
géen a reakcid autoradiogrifidval, immunfluoreszcens
vagy immunperoxiddz médszerrel kimutathato (13).

A psoriasis fokozott epidermalis proliferdcidval és ko-
ros differencidléddssal jaré korkép, amelyben megnd az
epidermisz témege. Tanulmdnyunk célja az volt, hogy
megallapitsuk a sejtelhalds mértékét a psoriasisos 1€zié
hamjaban, 6sszehasonlitva a normal hammal a DNS frag-
menticié €s SZTG, mint apoptdzis markerek vizsgilatd-
val. A DNS feldarabolédds jelenlétét egyrészt in situ a
szabad DNS-végeket jelz6 modszer a TUNEL (terminal
transferase nick end labelling) segitségével, valamint pik-
kelybdl kivont DNS gél-elektroforézisével vizsgdltuk. A
SZTG expresszidjat immunperoxiddz maédszerrel mutat-
tuk ki. A psoriasisos himban a sejtek jelentds része pozi-
tiv volt a vizsgalt paraméterekre.

Anyag és modszer

Immunhisztokémia:

6 psoriasis vulgaris plakkos formdjiban szenvedd beteg elézetes be-
leegyezése utdn a 1ézidbol és 4 plasztikai miitéten dtesett egészséges
egyén €p bérébdl szarmazé biopszids mintdkat (1. tablazat) a szokd-
sos médon formalinban fixaltunk, majd paraffinba dgyaztunk és
poly-L lizinnel bevont tirgylemezre 4-6 p-os metszeteket készitet-
tiink.

A DNS fragmentdcid in situ kimutatdasa: TUNEL

(terminal transferase nick end labelling)

A vizsgalathoz Gavrieli (13) 1992-ben k6z6lt médszerét alkalmaz-
tuk kis modositdssal. Deparaffindlds utdn a metszeteket 15 percig
szobahdmérsékleten 5 pg/ml proteindz K-val emésztettiik. Intenziv
mosds utan terminal transferase, biotinildlt dUTP, puffert, CoCl, tar-
talmazé reakcideleggyel 20 percig szobahdmérsékleten inkubdltuk.
Tébbszori mosds utdn az endogén peroxiddzok gitldsdra metanolban
oldott 0,5% H,0,-t alkalmaztunk. Tovabbi mosdsokat kovetéen 5%
bovin szérum albuminban (BSA) blokkoltuk a nem specifikus koi6-
dést, majd avidinnal konjugélt tormaperoxiddzzal inkubaltuk 45 per-

cig. Mosds utdn amino-etil-karbazolt (AEC) vagy diaminobenzidin
tetrahidrokloridot (DAB) hasznalva hivtuk el a reakciot. Fénymik-
roszkdppal vizsgaltuk 400x nagyitdst alkalmazva fotéztuk.

Immunperoxiddz:
Avidin-biotin-peroxiddz mddszert alkalmaztuk Vectastain ABC kit
(Vector Labs.) felhaszndldsival. A formalin fixdlt paraffinba dgya-
zott metszeteket 0,1% tripszinnel 5-10 percig inkubéltuk, majd me-
tanolban oldott 3% hidrogénperoxiddal gétoltuk az endogen peoxi-
ddzok aktivitdsdt. A normdl szérummal t6rténé inkubdlds €s mosas
utdn a primer antitesteket 4 °C-on egy éjszakén at inkubdltuk. A pe-
roxiddzzal jelzett egér ellenes szérum haszndlata utin DAB vagy
AEC szubsztritot, majd hematoxilin hattérfestést alkalmaztunk.
Antitest: szoveti transglutamindz ellenes monoklondlis egér anti-
test (4).

DNS elektroforézis

Psoriasisos plakkrél szike fokdval lekapartuk és oszegytjtottiik a pik-
kelyeket, melyekbdl fenol/kloroform mddszer segitségével DNS-t
szepardltunk, amit 60 V-on 3 6ran 4t 1% agardz gélen elektroforeti-
zdltunk, Etidium bromiddal UV fényben lathatéva tettiik és fotdztuk.

Eredmények

TUNEL
A normdl bdr biopszids anyagdbdl késziilt metszeten csak
a granuldris rétegben ldthat6 elvétve egy-egy pozitiv reak-
ciét mutatd sejtmag (/. dbra).

A psoriasis 1€zi6bol szdrmazé metszeten a parakeratoti-
kus sejtek magjai ers pozitiv reakciot adnak (2. dbra). A
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Psoriasis, TUNEL festés, 400x nagyitds




1. tabldazat

2. tablazat

beteg |nem | kor | psoriasis tipusa| tdjék |a betegség
sorszama (év) fenndllasa
ideje
1 f | 22 | kisplakkos | felkar | 3 hénap
p f | 35 | nagy plakkos |gluteus| 4év
3 f | 41 kis plakkos |gluteus| 2év
4, n |45 kis plakkos | comb 10 év
8 n | 66 | nagy plakkos |gluteus| 15¢év
6. f | 38 | nagy plakkos |mellkas| 8 év
kontroll
1; f |36 gluteus
2. n | 25 mell
3 n | 65 hat
4. 67 comb

mélyebb rétegben is szdmos sejt pozitiv, de a bazdlmemb-
ranhoz kozeledve, egyre inkdbb csak a sejtmagok széli ré-
sze mutat festGdést. Kifelé haladva a rétegeken, egyre
kompaktabbd és erdsebbé vilik a szinreakcid. Az eltérd
biopszids mintdkban lényeges mindségi kiilonbség nem
volt (2. tabldzat). A kiilonbség csak abban volt érzékelhe-
t0, hogy a kevésbé vaskos 1ézi6 hamjdban néhdny réteggel
kevesebb volt a pozitiv rétegek szdma, kiilondsen a koto-
szoveti papilldk f616tti hamteriileteken.

IMMUNPEROXIDAZ

A SZTG a psoriasisos plakkot koriilvevé normdl hdmban
(3. dbra), és a normdl egyénbél szarmazé biopszia hamja-
ban nem, vagy halvdny, a bazdlis rétegre korlatozott festd-
dést mutat. A kiértékelést a bazilis keratinocitdk pigment
tartalma megneheziti.

Az akantétikus, a psoriasis hisztoldgiai jegyeit mutatd
hamban SZTG antitesttel a legkiilsé szaruréteget kivéve
minden él6 rétegre kiterjedd, halvany diffiz pozitivitds
észlelhet6. A psoriasisos hdmban a granuldris réteg nem
kiilonithet$ el. Az ennek megfeleld, a mar elhalt szaruré-
teg alatt kozvetleniil fekvd kiilsé rétegekben, az ellapult
sejtek citoplazmdja intenziven festddik. A kevésbé lapos
alattuk elhelyezkedd sejtek jelentds része is erds festddést
mutat, de sejtenként kiilénbozé mértékben. A mélyebb ré-
tegekben is lathaté néhdny erdsebb pozitivitdst mutato
sejt. Az eltérd eredetdi mintdkban nem mutatkozott 1énye-
ges kiilonbség (2. tdbldzat). Elszoértan pozitivan festddd
izolalt sejtek lathatok még a gyulladdsos infiltraitum terii-
letén is (nincs dokumentdlva).

DNS elektroforézis

Létraképzadés az 1. szami beteg psoriasisos pikkelyébdl
szdarmazd DNS mintdban (5. dbra). 4 vizsgalt mintabol két
esetben észleltiink 1étraképzddést, két beteg vaskos pikke-
lyéb6l kivont DNS a nekrézisra jellemzé elmosott képet
mutatott (2.tabldzat).

;‘;gdmsfr"bmeg i |2 |a|l4a] & 6
TUNEL F |+ [+ | + + +
IP + |+ | + | + + +
DNS elfo létra| NV | 1étra| NV | elmosott | elmosott

Megbeszélés

Az apoptodzis specializdlt formdjanak megfeleld epiderma-
lis differencidcid lehetévé teszi az epidermadlis barrier fon-
tos tényezdiének, a str. corneumnak, a kialakuldsét, védve
ezzel a szervezetet a kdros kiilsé behatdsoktdl (23).

A DNS fragmentdcid, mint az apoptozis marker jelenlé-
tére a hdmban néhdny irodalmi adat ismert. MacCall (19)
normdl hdm rétegeit gradiens centrifugdldssal szepardlva
bizonyitotta, hogy a granuldris réteg sejtjeibél kivont
DNS elektroforézise létra formaciét mutat. A hisztokémi-
ai DNS fragmentdciét kimutaté modszereket ismertetd
kozleményekben is taldlhaté néhany utalds a normal hdm-
ban észlelheté festédésre (29). Ezek mindegyike a sajat
eredményiinkhoz hasonléan a granuldris réteg néhdny el-
szdrt sejtjiében mutattak pozitivitdst.

A SZTG a tobbi transzglutamindzhoz (keratinocita-, epi-
dermdlis-, plazma-, prosztata-TG) hasonldan epszilon-
(gamma-glutamil) lizin kotést hoz 1étre kiilonbdzé fehérjék
kozott. Ez a kotés in vivo proteolizisnek ellenalld struktirat
alakit ki. A SZTG a szervezet szamos szovetében megtalal-
haté (30). Funkciéi részben ismertek. Az apoptozisban a
sejthértya alatt létrejové oldhatatlan burkot képezi, de ezen
kiviil mds teriileteken is jelentGsége van (pl.: extacelluldris
matrix, a bazdl membrin stabilizdldsa [1, 16], melyeket még
pontosan nem ismeriink. A normdl bérben csak az erek en-
dotéljében mutattdk ki (3) az dltalunk alkalmazottdl eltérd
antitesttel. Vizsgdlataink sordn egy normal biopszids minta-
ban bazdlisan halvdny festGdést észleltiink és hamfiiggelé-
kekben is ldttunk pozitiv reakciét. A SZTG bdrben torténd
expresszidjat késdbb részletesebben vizsgalni kivanjuk.
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3. dbra
Normal hdm, immunperoxidaz festés, SZTG antitest,
400x nagyitds
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4. dbra
Psoriasis 1ézi6, immunperoxidaz festés, SZTG antitest,
400x nagyitds

A keratinocitdk kéros apoptézisdnak szamos betegség-
ben pathogenetikai szerepet tulajdonitanak (6, 17, 26),
tobbek kozitt a psoriasisban is (15, 22). A psoriasisos ke-
ratinocitdk kéros differencidlédasinak egyik jele a KTG
korai expresszidja (8), mint azt sajit el6z8 vizsgalataink
(24) is mutatjadk. A betegség etiolégidja nem ismert, Thl
medidlt immunmechanizmus, genetikai tényezdk szerepét
feltételezik. A keratinocidk fokozott proliferdcidja régéta
bizonyitott, azonban ennek oka még tisztdzatlan. Bar az
apoptdzis folyamatdnak megviltozdsa a kdroki tényezdk
kozott tobben hangsulyozzak, az apopt6zis markerek exp-
resszi0jdnak vizsgélatdval azonban eddig csak egy kozle-
mény foglalkozott részletesen (3). A munkacsoport vizs-
gdlta a SZTG és TUNEL reakcidt psoriasisban és lichen
planusban. Eredményeik részben hasonlok a mieinkhez,
mert nagy mennyiségli apoptétikus magot és SZTG exp-
ressziGt észleltek. Ok azonban egyértelmi parhuzamot
vontak a SZTG expresszidja és az apoptitikus magok
expresszidja kozott. Mi nem figyeltiik meg ezt a szoros
korreldciot, mert metszeteinkben ott is észleltiink SZTG
fest6dést, ahol nem tapasztaltunk DNS fragmentdciot. A
mddszerekkel is sikeriilt igazolnunk, bar nem minden
esetben. Ha vaskos plakkok legkiilsGbb rétegébdl nyertiik
a pikkelyt, a gél a nekrézisra jellemz§ elmosott mintdzatot
mutatott. Psoriasisban a sejtek val6sziniileg nem tudjdk
befejezni tokéletesen az elinditott aktiv sejthaldlt, ami vé-
giil nekrézisba torkollik. Ennek bizonyitdsdra sziikséges
lenne a sejtek szepardldsa és gradiens centrifugdlds utdni
vizsgilata, hasonléan McCall normal epidermiszben vég-
zett kisérletéhez (19).

Az emlitett munkacsoport €s az dltalunk végzett vizsga-
latok is bizonyitjdk, hogy a psoriasisos hdmban lényege-
sen nagyobb szdmu fragmentdlédott DNS-t tartalmazd
sejtmag talalhatd, mint a normal egészséges hamban. A
psoriasisos parakeratotikus sejtmagok feldarabolddott
DNS-t tartalmaznak. Ennek elméletileg két lehetséges
magyardzata van. Az egyik: a fokozott proliferaciét, mint
az egyéb szdvetekben is megfigyelhetd, fokozott sejtelha-
lds probdlja kiegyensilyozni. Elképzelhetd, hogy az apop-

t6zis folyamata a fokozott sejtosztéddds kivetkezménye-
ként fokozddott. A mdsik magyardzat az, hogy a psoriasi-
sos keratinocitdkban az apoptdtikus program az annak le-
zajlasdban bekovetkezd kdrosodds miatt nem megfeleld
médon megy végbe és a sejtek megrekednek, felhalmo-
zbdnak a folyamat egy szintjén.

A SZTG expresszi6 nem feltétleniil jelzi az apoptézist,
bér kétségtelen, hogy a sejtelhalds kiilonbozé formdiban a
SZTG szerepe bizonyitott. [smert azonban olyan apoptéti-
kus folyamat is, mely sordn nem indukdléodik az enzim
(25). Ugyancsak ismertek olyan folyamatok, melyekben
kimutathaté a SZTG, de bizonyitottan nincs sejtelhalds (1,
16).

A psoriasisra nemcsak a hdmjelenségek, hanem az irha-
ban lezajlé gyulladdsos folyamatok is jellemzdek, azaz a
psoriasis citokinek dltal medidlt gyulladdsos kérkép. Mar
szamos citokinrgl ismert, hogy SZTG-t indukdl (14),
apoptdzissal (transformélé novekedési faktor béta-1 [12],
epidermadlis ndvekedési faktor (EGF) [21]), vagy anélkiil
(interleukin 6 (IL-6) [28]). A citokinek egy része a psoria-
sisban is patogenetikai jelentéséggel bir (IL-6, EGF), igy
a SZTG megjelenése a hdmban a citokin indukdld hatdsa-
nak kozvetlen kovetkezménye is lehet.
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5. dbra
Psoriasis pikkelyb&l szarmazé DNS elektroforézise 1%
agaroz gélen (1. oszlop) DNA marker (2. oszlop)




FEredményeink alapjan megallapithatd, hogy a psoria-

sios epidermiszben fokozott DNS fragmentdcié és
SZTG expresszié mutathaté ki. Ezek pathogenetikai
szerepének tisztdzdsdra azonban tovdbbi vizsgdlatok
sziikségesek.
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