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Psoriasiste Lipocalin 2 Spesifik Reseptoriiniin
Immiinohistokimyasal Olarak Saptanmasi

Immunohistochemical Detection of Lipocalin 2
Specific Receptor in Psoriasis

Amag: Serum Lipokalin 2 (LCN2) seviyelerinin psoriasiste artmis inflamasyon icin bir genel
belirtec oldugu bilinmektedir. Bu calismada, LCN2'nin psoriatik lezyonlardaki reseptor
dUzeyini arastirmayr amagladik.

Yontemler: LCN2immUnohistokimyasal ekspresyonu, 31 psoriasis hastasive 31 kontfrol grubuna
ait deri biyopsi 6rneklerinde arastinimis ve sonuclar guruplar arasinda karsilastinimistir.
Bulgular: Hasta grubunda 19 (%61,3) plak psoriasisli hasta vardi ve bunlarnn tamaminda
ortavekuvvetliboyanmasiddetinde Ust epidermaltabakada LCN2immuUnohistokimyasal
ekspresyonu saptanmistir. Geriye kalan 12 hastada (%38,7) patolojik bulgulara gore,
erken evre psoriatik lezyonlan olan ve kontrol grubu biyopsilerinde epidermal LCN2
immunohistokimyasal ekspresyonu gérilmemistir. Kil follikGllerinin i¢ koék kilifinda, LCN2
immUnohistokimyasal ekspresyonu her iki gurupta da gorildU ve ekspresyonlar arasinda
istatistiksel anlamli fark bulunamamigstir (p=1,00).

Sonug: Calismamizda, plak psoriasisli hastalarda Ust epidermiste orta ve kuvvetli
boyanma siddetinde LCN2 immuUnohistokimyasal ekspresyonu tespit edilmistir. Fakat
kontrol grubu deri biyopsilerinde LCN2 immunohistokimyasal ekspresyonu epidermisde
gorbimemistir. Bu bulgular, LCN2'nin psoriasis patogenezindeki dnemine isaret edebilir.
Ote yandan erken evre psoriatik lezyonlan olan hastalarda ekspresyon saptanmamasi
LCN2'nin psoriasis patogenezinin ileri ddnemlerinde etkin oldugunu dUsGndurmektedir.
Anahtar kelimeler: Lipokalin 2, NGAL, keratinosit diferansiyasyon, epidermis, psoriasis,
metabolik sendrom

Cikar Cahsmasi: Yazarlar bu makale ile ilgili olarak herhangi bir c¢ikar ¢atismasi
bildirmemistir.

Abstract

Objective: Serum Lipocalin 2 (LCN2) levels are a general indicator for increased
inflammation in the patients with psoriasis. In this study, we aimed to investigate the
receptor levels of LCN2 in psoriatic lesions.

Methods: Immunohistochemical expression of LCN2 was investigated in 31 skin biopsy
samples of patients with psoriasis and 31 skin biopsies of confrol group and the results
were compared between the groups.

Results: Among patient group, 19 patients (61.3%) had plaque psoriasis and in all of these,
medium to strong staining intensity of LCN2 immunohistochemical expression was detected
in the upper epidermal layer. In remaining 12 patients (38.7%) with pathologically early
stage psoriatic lesions and control group epidermal LCN2 immunohistochemical expression
was not observed. LCN2 immunohistochemical expression was detected in the inner root
sheath of the hair follicles in both groups without any stafistically difference (p=1.00).
Conclusion: In our study, medium to strong staining of LCN2 receptor was detected
in the superficial epidermis of the psoriatic plaques. But LCN2 immunohistochemical
staining was not observed in confrol skin biopsies. These findings may point out the
significance of LCN2 in pathogenesis of psoriasis. On the other hand, absence of
expression in patients with early psoriatic lesions imply that LCN2 may be active at the
later stages of the pathology.

Key words: Lipocalin 2, NGAL, keratinocyte differentiation, epidermis, psoriasis,
metabolic syndrome
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Giris

Psoriasis sik gorilen inflamatuvar deri hastahigidir (1). Yakin
zamana kadar immiinopatogenezinde baslica T-helper
(Th) 1 hicrelerinin etkin oldugu disinilse de, artik Th17 T
hicrelerinin 6nemli ve baskin rolleri kanitlanmistir (2). Dermal
dentritik hulcrelerden salinan IL-23, Th17 T hucrelerinin
yasami ve farklilagmasi icin énemli bir sitokindir. IL-23, Th17
T hcrelerini aktive ederek IL-17A, IL-17F, IL-22 ve IFN-y gibi
pro-inflamatuvar sitokinlerin Gretimini saglamaktadir. Bu
pro-inflamatuvar sitokinler keratinositleri aktive ederek pro-
inflamatuvar mediatorler, kemokinler, S100 ailesi Uyeleri ve
lipokalin gibi antimikrobial peptitlerin Gretimine neden olur
(1,3). Boylelikle IL-23/Th17 yolagi aktive oldugunda hastaligin
belirgin histopatolojik 6zelligi olan epidermal proliferasyon
ve diger immunopatolojik stirecler gelisir (2).

Notrofil jelatinaz iliskili lipokalin (NGAL) olan Lipokalin 2
(LCN2) son zamanlarda sik calisilan bir adipokindir. LCN2,
lipokalin familyasinin Gyesi ve 92-kDa notrofil jelatinaz
ile  (matrix metalloproteinase-9 [MMP-9]) kovalent
baglanan 25-kDa bir protein olarak tanimlanmistir (4,5).
LCN2 karaciger, akciger, bobrek ve kolon gibi dokularda
salinmaktadir (5). Bir antimikrobiyal protein olmasinin yani
sira obezite, hipertansiyon ve diabetes mellitusla tam olarak
tanimlanamayan iliskisi de 6ne sirtilmektedir (6).

Serum LCN2 duzeylerinin psoriasisli hastalarda yiiksek
oldugu saptanmistir (7,8). Guttman-Yassky ve ark. psoriasis
lezyonlarinda, atopik dermatit lezyonlari ve saglkli bireylerin
derilerine gore, LCN2 ekspresyonunun anlamli olarak arttigini
gostermislerdir (2). Psoriasis ve bazi dermatolojik hastaliklarda
LCN2'nin immunohistokimyasal ekspresyonunu saptayan
baska ¢alismalar da vardir (4,9).

Psoriasis ~ patogenezinde  antimikrobiyal  peptitlerin
onemi bilinmektedir (10). Ayrica obesite, insilin direndi,
hipertansiyon gibi metabolik sendrom bulgulari da psoriasis
hastalarinda artmis oranlarda goriilmektedir (6). Psoriasiste
LCN2 reseptorlerinin - varlidi  ve immuinohistokimyasal
ekspresyonu ile ilgili mevcut veriler sinirhdir. Bu ¢alismanin
amaci, antimikrobiyal bir protein ve ayni zamanda metabolik
sendrom bulgularrileiliskisi gosterilmis LCN2'nin psoriasisteki
rollini immunohistokimyasal olarak ortaya ¢ikarmaktir.

Yontemler

Calisma Dermatoloji ve Patoloji Anabilim Dallar tarafindan
gerceklestirilmistir. Calisma protokoll yerel etik kurulda
onaylanmigtir.  Hastalardan ve  kontrol  grubundan
bilgilendirilmis onam formu alinmistir.  Calismamiza,
psoriasis tanisi almis olan 31 hastanin, Lever'in tanimladigi
histopatolojik kriterlere uygun olan punch biyopsileri dahil
edilmistir (11). Kontrol grubu olarak amputasyon ya da
mastektomi gibi cerrahi eksizyon yapilan hastalardan alinan
biyopsi ornekleri kullanilmigtir. Bitlin biyopsilere LCN2
imm{inohistokimyasal calisma uygulanmistir.

immiinohistokimyasal olarak LCN2 reseptorlerini
saptayabilmek icin formalinle fiske edilmis ve parafine
gOmilmuis buatin dokulardan 4 pum kalinliginda kesitler
yapilmistir. Kesitler deparafinizasyon, dehidratasyon islemini
takiben dokudaki antikor baglanma bdlgelerinin ortaya
¢ikmasini saglamak icin 1 M sitrat tamponunda (Lab Vision,

Sayar ve ark. Psoriasiste Lipocalin 2. Turk ] Dermatol 2015; 2: 72-5 73

USA) mikrodalgada kaynatma ile antijen geri kazanim
islemi uygulanmistir. Endojen peroksidaz aktivitesi %3’lik
hidrojen peroksit (Novocastra, UK) 10 dakika uygulanarak
bloke edilmistir. Kesitler daha sonra %10 ke¢i serumu ile
bloke edilmistir. insan LCN2 reseptdrlerini taniyan fare
monoklonal antikoru LCN2 (1:150 dillisyon, clone 5GS5,
ABCAM, UK) ile 1 saat oda isisinda kesitler inkiibe edilmistir.
Sonra bunu izleyerek kesitler 8 dakika oda isisinda sekonder
antikorda (rabbit-anti-mouse IgG, polymer Detection Kit,
Leica, Novocastra, UK) bekletilmistir. Reseptorlerin gozle
gorindrligini saglamakicin AEC kromojen (Novocastra, UK),
zemin boyamasi saglamak icin Hematoksilen (Novocastra,
UK) kullanilmistir. Boyanan preparatlar temizlenip kapatilarak
Olympus BX51 151k mikroskobunda (BX51, Olympus Co., Ltd.,
Tokyo, Japan) degerlendirilmistir. Negatif boyama primer
antikor agsamasinda primer antikor uygulamayarak yapildi ve
pozitif kontrol olarak pankreas karsinomu kullanilmistir.

LCN2 immiunohistokimyasal ekspresyonu epidermis ve
dermisde degerlendirildi. Bu degerlendirme sitoplazmik
ve membrandz graniler boyanmanin varligina goredir.
immiinohistokimyasal degerlendirme boyanma yok (0), zayif
boyanma (+1), orta siddette boyanma (+2), kuvvetli boyanma
(+3) olarak yapilmistir.

istatistiksel Analizler

istatistiksel degerlendirme icin calismamizda ki kare ve Mann-
Whitney U testi kullaniimistir. istatistiksel analizler “SPSS 12.0”
programi ile yapilmistir. P<0.05 istatistiksel anlamli olarak
kabul edilmistir. Veriler ortalama + standart sapma (Mean £
SEM) olarak verilmistir.

Bulgular

Calismamiza psoriasisli hasta grubunda 13 kadin (%41,9),
18 erkek (%58,1); kontrol grubunda ise 16 kadin (%46,8), 15
erkek (%53,2), olmak Ulzere toplam 62 biyopsi 6rnegi dahil
edilmistir. Psoriasis hastalarinin yas ortalamasi 44,84+2,63
(19-86), kontrol grubunun ise 43,13+3,48 (19-83) olarak
bulunmustur. Psoriasis ve kontrol grubunun yas, cinsiyet
ve LCN2 imminohistokimyasal ekspresyon durumu Tablo
1'de 6zetlenmistir. Kontrol grubu olarak kullanilan normal

Tablo 1. Psoriasis ve kontrol grubu yas, cinsiyet ve LCN2

immiinohistokimyasal ekspresyon durumu

Psoriasis Kontrol p
(n=31) (n=31)

Yas (Ortalama + standart sapma) | 44,84+14,65 | 43,13£19,38 | 0,42

Kadin 13 (%41,9) | 16 (%46,8) | 0,45
Erkek 18 (%58,1) | 15 (%42,9) | 045
Basal epidermal ekpresyon 0 (%0) 29 (%93,5) | 0,00*
Kl folikiilii i¢ kilif ekspresyonu | 14 (%45,2) | 14 (%45,2) | 1,00
Ust epidermal ekspresyon (0) 12 (%38,7) | 31 (%100) 0,00*
Ust epidermal ekspresyon (+1) | 0 (%0) 0 (%0) 1,00
Ust epidermal ekspresyon (+2) | 4 (%12,9) 0 (%0) 0,00*
Ust epidermal ekspresyon (+3) | 15 (%48,4) | 0 (%0) 0,00*

*Istatistiksel anlaml1
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deri biyopsilerinin  29'unda  (%93,5), epidermis bazal
tabakadaki melanin grandllerine bagh olarak zayif boyanma
siddetinde, nonspesifik boyanma izlenmistir (Resim 1).
Kontrol grubunun %45,2'sinde kil follikillerinin ylizeye
yakin alanlarinda i¢ kilifinda LCN2 immiinohistokimyasal
ekspresyonu gorilmistlr (Resim 2). Yag ve ter bezlerinde,
dermal hiicrelerde boyanma izlenmemistir. Psoriasisli

hasta grubunun %61,2'sinde (n=19) orta ve kuvvetli
boyanma siddetinde Ust epidermal tabakada (Ust sipinal
ve graniller) membrandz ve sitoplazmik graniler LCN2
immiuinohistokimyasal ekspresyonu saptanmistir ve kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamhdir
(p=0,00) (Resim 3). Bu immiinohistokimyasal ekspresyon
saptanan hastalar histopatolojik olarak psoriatik plak lezyonlu

Resim 1. Bazal keratinositlerde zayif sitoplazmik graniiler
boyanma melanin graniillerine baglidir (LCN2, x200)

'\ T
l{l |\ ﬁ.’l
Resim 2. Kontrol grubunda kil follikiillerinin yiizeye
yakin alanlarinda i¢ kilifinda LCN2 immiinohistokimyasal

ekspresyonunun kiigiik biiylitme (a) ve biiyiik biiyliitmede
(b) goriiniimii ((a) LCN2, x100, (b) LCN2, x400)

hastalardir. Kalan %38,7 olgu (n=12), histopatolojik olarak
erken dénem psoriatik lezyonlu hastalar olup bunlarda LCN2
ekspresyonu goriilmemistir. Psoriasisli olgularin %45,2'sinde
kontrol grubuna benzer sekilde kil follikili i¢ kilifinda
LCN2 imminohistokimyasal ekspresyonu saptanmistir.
Dermisde inflamatuvar infiltrat icindeki noétrofillerde LCN2
immunreaksiyonu gorilmustir. LCN2  ekspresyonu ile
cinsiyet ve yas acisindan saglikh ve hastalikli bireyler arasinda
istatistiksel olarak anlaml bir farklilik bulunmamistir (p=0,42;
p=0,45).

Tartisma

Son zamanlarda farkli inflamatuvar deri hastaliklari ve
kanserlerde, LCN2 ve onun patogenezdekiroliintarastiran cok
sayida arastirma yapilmistir (4,5,9,12-15). Calismamizda, LCN2,
psoriasis patogenezinde yer alabilecek bir antimikrobiyal
protein olmasi ve ayni zamanda hastalik komorbiditelerinden
metabolik sendrom bulgulariyla iliskilendirilmesi nedeniyle,
immiuinohistokimyasal olarak incelenmistir.

LCN2'nin bazal ekspresyonu epitel ve bazi dokularda
bildirilmistir (13). LCN2 ekspresyonunun fonksiyonlari 5
maddede belirtilmektedir: 1- LCN2'nin en 6nemli fonksiyonu
imminmodulatér olarak rol oynamasidir (9). 2- Lipid
metabolizmasi ve yag asidi transportunda yer almaktadir (13).
3- Apopitozis indiiksiyonunda etkindir (13). 4- Bakteriostatik
etkisi bulunmaktadir. LCN2 bu etkiyi bakterilerin

sentezledikleri sideroforlara baglanarak onlarin ekstraselliler
alandan demiri almalarini engelleyerek gerceklestirmektedir.
Eger ortamdaki demir miktar az ise daha giicli bakteriostatik
etki ortaya cikmaktadir (4). 5- Keratinosit diferansiasyonunu
arttinicr roll bulunmaktadir (4,9).

Resim 3. a) Psoriasisli hasta grubunda st
epidermal tabakada ve kil follikiilii i¢ kilifinda LCN2
immiinohistokimyasal ekspresyonu, b) epidermal
LCN2 ekspresyonun ve c) kil follikilii i¢ kilifi LCN2
ekspresyonunun biiyiik biiyiitmede goriiniimii, ((a) LCN2,
x40, (b ve c) LCN2, x400)



Mallbris ve ark. calismasinda fetal deride 20. haftaya kadar
LCN2 ekspresyonu saptanmazken, 20. ve 40. haftalar arasinda
epidermisde ve kil follikiilinde glcli LCN2 ekspresyonunu
saptanmistir (9). Bu arastirmacilar 40. haftadan sonra fetal
deri matirlestikce LCN2 ekspresyon kaybini ve matir
epidermisde ekspresyonunun bulunmadigini, kil follikili
ic kihfinda follikiil keratinizasyonundaki fizyolojik roliine
bagl olarak ekspresyonun devam ettigini bildirmislerdir (9).
Ancak, bu arastirmacilar reverse transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) ile normal epitelde zayif band seklinde
sinyal goérmduslerdir. Bunun buyik olasilikla deride mevcut
sa¢ koklerinden yayildigini distinmuslerdir (9). Calismamizda
bazal tabakadaki zayif boyanma siddetinde kahverengi
graniler gorinim melanin  pigmentine bagl olarak
gelistiginden, LCN2 immunohistokimyasal ekspresyonu
olarak kabul edilmemistir.

Keratinosit  diferansiyasyonunda  disregiilasyon  ve
parakeratozis ile giden psoriasis, pityriasis rubra pilaris and
porokeratosis gibi hastaliklarda kuvvetli LCN2 ekspresyonu
ile reseptorlerin bulundugu bildirilmistir (4,9). Lee ve ark.
calismasinda, LCN2'nin kalsiyumun indukledigi keratinosit
diferansiyasyonunda artma sagladigi ve bazi hiperproliferatif
deri hastaliklarinda belirgin ekspresyonu saptanmistir
(4). Deride LCN2 imminohistokimyasal ekspresyonunun
altta yatan nedene bagli olmaksizin epitelyal hiperplazi
ile iliskili oldugu belirtilmistir (4). Psoriasiste deride
epidermal LCN2 ekspresyonu RT-PCR ve Western blot ile
teyit edilmistir (9). Calismalara baktigimizda LCN2'nin
psoriatik lezyonlarda eksprese edildigi belirtiimektedir.
Ancak, ekspresyonun hastaligin histopatolojik evreleri
ile iliskisi bu calismalarda belirtiimemistir. Erken psoriatik
lezyonlarla, ileri donem lezyonlardaki LCN2 ekspresyonlari
farkhhklar gosterebilir. Calismamizda psoriasisli  hasta
grubunda epidermal hiperplazinin belirgin oldugu plak
lezyonlu biyopsi 6rneklerinin epidermis ylizey tabakasinda
LCN2  ekspresyonunu  saptadik. Psoriasiste  epitel
diferansiyasyonundaki bozulmaya bagh olarak bu proteinin
eksprese edildigi dislintilmektedir (5).

Cahismalarda psoriatik deri biyopsilerinin saglam kisimlarinda
kil follikili infindubulumunda LCN2 ekspresyonunda
artma saptanmistir (4). Bu ekspresyonun kil follikiiline
mikroorganizmalarin girisini engelledigi ya da follikil
keratinizasyonundaki fizyolojik roliine bagh oldugu
dustnilmektedir (5,9). Calismamizda, iyi gelismis psoriatik
lezyonlu olan ve kil folliklili izlenen hastalarda ve kontrol
grubunun yarisinda yiizeye yakin kil follikiili i¢ kilifinda LCN2
ekspresyonu gorilmustur. Psoriasisli olgularin bakteriyel viral
ve fungal enfeksiyonlara direncli oldugu bilindigine gore (13),
psoriatik plak lezyonlarinda tst epidermal ve kil follikiilindeki
LCN2 ekspresyonu enfeksiyonlara karsi koruyucu etkide de
yapabilir. LCN2 genis spektrumlu bir antimikrobiyal 6zelligine
sahiptir ve enfeksiyona karsi derinin korunmasina katilabilir

9).
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Sonug

Kontrol grubundaki deri biyopsilerinin epidermisinde
LCN2 reseptorlerinin  imminohistokimyasal ekspresyonu
gorilmezken, plak lezyonlari olan hastalarda yiizeyel
epidermal tabakada LCN2 immiinekspresyonu saptanmistir.
Bu LCN2'nin psoriasis patogenezindeki Onemine isaret
edebilir. Daha erken psoriatik lezyonlara ait biyopsi
orneklerinde bu protein ekspresyonu goérilmemistir. Bu
durumda LCN2 biitiin psoriatik lezyonlarda degil hastaligin
oturmus lezyonlarinda eksprese edilen bir proteindir.
Epidermis matiirasyonunun bozuldugu alandan itibaren bu
protein ekspresyonunu arttigini soyleyebiliriz. Dolayisiyla,
LCN2 hastalik etyopatogenezinin ileri donemlerinde etkin
olabilir.
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