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INLEIDING.

Psoriasis is een genetisch bepaalde huidaandoening, die

zich manifesteert als scherp begrensde, niet jeukende, rode,
schilferende plekken. De ocorzaak is onbekend. De beschik~
bare therapie is grotendeels empirisch en bestaat uit diver-
se combinaties van locale en orale chemotherapeutica.

Psoriasis wordt gekenmerkt door een versnelde celprolifera-
tie. Celkinetische methoden bieden daarom de mogelijkheid
psoriasis te onderzoeken. De ter beschikking staande tech-
nieken voor het wverkrijgen van informatie over het prolife-
ratiepatroon van normale en pathologisch veranderde epider-
miscellen zijn arbeidsintensief en hebben vaak een beperkte
statistische betrouwbaarheid. Het tijdsinterval tussen af-
name van het monster en het ter beschikking staan van de re-
sultaten is aanzienliik (hoofdstuk 2).

Flowcytometrie (hoofdstuk 3), een in de afgelopen jaren ont-
wikkelde methode, die snelle en kwantitatieve informatie
over het proliferatiepatroon van een celpopulatie mogelijk
maakt, wordt pas sinds kort in de dermatologie toegepast.

In dit proefschrift worden de bewindingen met de flowcyto-
meter bij de proliferatie van normale en diverse vormen van
pathologisch veranderde epidermis vermeld. In hoofdstuk 4
wordt aan de hand van de gevonden DNA wverdelingen de turn-
over- en celecyclustiijd van de normale humane epidermis be-
paald. In hoofdstuk 5 worden de patronen van de epidermale
celproliferatie bij diverse vormen van psoriasis, alsmede
bij de klinisch niet aangetaste huid vermeld. Teneinde na
te gaan of deze proliferatiepatronen specifiek voor psoria-
sis zidin, zijn in hoofdstuk & DNA verdelingen in de epider-
male cellen bij een aantal andere dermatosen bepaald. De
mogelijkheden wvan de flowcytometrie voor het onderzoek naar
de celkinetische effecten van een aantal veel toegepaste
therapeutische regimes bij psoriasis worden in hoofdstuk 7
vermeld, waarbij het therapeutisch effect wan dithranol,
wvan een aantal fotochemotherapeutische regimes en van ré&nt-
genbestraling is nagegaan.

De hier vermelde resultaten moeten worden gezien als een
eerste bijdrage tot het uiteindelijke doel wvan deze studie:
het onderzoek naar een snelle bepaling van de voor iedere
individuele psoriasis patient optimale geneesmiddel~ en bhe~-
handelingsschemata in de hoop aldus een bijdrage te leveren
tot verbetering van de therapieresultaten bij de behandeling
van psoriasis.
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HOOFDSTUK 1

HET ZIEKTEBEELD PSORIASIS.

KLINISCHE MANIFESTATIE.

De typische psoriasislaesies bestaan uit erythemateuze plek-
ken die bedekt zijn met een dikke, mica-achtige, zilvergrij-
ze, niet adherente schilfering. De laesies zijn licht ver-
heven boven de omringende normale huid. Na grattage van een
laesie ontstaat het z.g. kaarsvetfenomeen, bij verder krab-
ben ontstaan puntvormige blcedinkjes (teken wvan Auspitz).

De scherp begrensde plekken kunnen in grootte variéren van
enkele tot honderden cm?. De aandoening jeukt als regel
niet. Het verloop is voor de individuele patient onvoor-
spelbaar. Voor de meeste patienten is psoriasis een chro-
nische, indolente aandoening met onbegrepen perioden van
exacerbatie en van parti&le remissie.

Ofschoon psoriasis op elke plaats op het lichaam kan voor-
komen bestaan er toch een aantal predilectieplaatsen: be-
haarde hoofd, gehoorgangen, ellebogen, knie&n en de sacraal-
streek. Wanneer de lichaamsplooien zijn aangetast spreekt
men van psoriasis typus inversus.

De haargroei wordt in het algemeen nauwelijks aangetast, on-
danks de vaak dikke schilferkorst op het behaarde hoofd
(Comaish,1969). Toch zouden haaruitwval en kaalheid voorko-
men zowel pleksgewijs als meer diffuus. Haarschacht anoma-
lieén zijn bij psoriasis meermalen beschreven (Orfanos et
al.,1970; Wyatt et al.,1972).

Nagelafwijkingen zijn frequent bij psoriasis. Bi7j aantasting
van het proximale gedeelte van de nagelmatrix ontstaan put-
jes en deukijes; wanneer de aandoening zich in het nagelbed
en hyponychium bevindt ontstaan onycholysis, subunguale ke-
ratose en olievlekken (Alkliewics,1948; Lewin et al.,1972).
Sinds de eerste publicatie van psoriasislaesies op de slijm-
vliezen door Oppenheim (1903) is het voorkomen van slijm-
vlieslaesies controversieel gebleven (Ingram,i1954; El-
Zawahry,1973; Buchner et al.,1976).

Psoriasisarthropathie komt woor bij ongeveer 5% van de pa-
tienten met huidverschijnselen. Deze sero-negatieve arthro-
pathie kan zich op meerdere manieren uiten (Moll,1979}.

Door meerdere auteurs is een significant hogere coinciden-
tie beschreven van psoriasis en diabetes mellitus (Binazzi
et al.,1975), myopathie {(Mom et al.,1975), colitis ulcerosa
(Burch & Rowell,1965), leverafwijkingen (Novotny,1981) en
enkele andere afwijkingen (Ganor,1977).

Naast de meest wvoorkomende vorm, de bovenbeschreven psoria-
sis wvulgaris, bestaan er een aantal varianten van psoriasis,
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m.n. onrustige psoriasis, psoriasis pustulosa, acropustulo-
sis en impetigo herpetiformis.

Bij de onrustige psoriasis manifesteren de zich ontwikke-
lende laesies zich als een zich snel uitbreidend erytheem
met schilfering dat soms in zeer oppervlakkige pustels over-
gaat. Het begin is vaak meer acuut. De laesies geven soms
een branderig gevoel. Ook een chronisch verlopende psoria-
sis wvulgaris kan overgaan in de onrustige vorm met uitbrei-~
ding van bestaande en een massale eruptie wvan nieuwe lae-
sies. In de onrustige fase kunnen de laesies via het Koeb-
ner mechanisme (Koebner,1877) of via aggravatie door irri-
terende stoffen zich vergroten zodat een erythrodermie ont-
staat.

Psoriasis pustulosa kan zich ontwikkelen als complicatie

van een langerbestaande psoriasis, wvaak na voorafgaande
therapie met corticosteroiden, of volgend op een onrustige
fase. Psoriasis pustulosa kan ook beginnen als een atypische
presentatie van een late psoriasis. In dit geval zijn meest-
al de handen en voeten aangedaan. De aandoening begint als
een acute ziekte met koorts en ernstige algemene malaise.

Er ontstaan grote gebieden waar de huid pijnlijk en ontsto-
ken is met vele pusteltjes die kunnen samenvloceien tot geel-
groene pusmeertjes. Bij een minder acuut begin kunnen gelo-
caliseerde of wijdverspreide anulaire erytheemplekken met
pustels in de periferie ontstaan, die zich snel over grote
gebieden van het lichaam kunnen uitbreiden. De pustels ziin
steriel.

Bij de acropustulosis bestaan in de handpalmen en op de
voetzolen scherp begrensde pustuleuze erupties. De pustels
zijn steriel, de eruptie is hardnekkig en resistent tegen
therapie. De laesies komen freguent voor bij personen die

de typische psoriasislaesies elders hebben, of deze later
ontwikkelen, en kunnen worden beschouwd als een variant wvan
psoriasis.

Impetigo herpetiformis is een zeldzame pustuleuze eruptie,
die klinisch en histologisch lijkt op een gegeneraliseerde
psoriasis pustulosa. De aandoening kan zich ontwikkelen tij-
dens de laatste maanden van de zwangerschap. Gebieden, be-
staande uit een pijnlijk erytheem met vele steriele pustels
in de randen breiden zich vanuit de flexuren uit over het
lichaam. De algemene toestand is ernstig gestoord met koorts,
braken, diarrhee en hypocalciaemie, leidend tot delirium,
convulsies en tetanie. Zonder behandeling is de mortaliteit
hoog.

AETIOLOGIE.

Pgsoriasis is een van de meest voorkomende huidaandoeningen
bij mensen met een blanke huid. De morbiditeit bedraagt

1-3% (Farber & Peterson,1969; Hellgren,1964,1967; Braun-
Falco,1976). In tropen en sub-tropen zou psoriasis wezenlijk
zeldzamer zijn dan in Noord-Europa {Baker,1975; Eckes et
al.,1975).

De psoriasis dispositie is met zekerheid genetisch bepaald
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{(Niermann,1964; Farber et al.,1974; Hoedemakers,1975; Braun-—
Falco,1976). Een bepaalde overervingswijze is evenwel niet
met zekerheid vastgesteld. Niet vererfd daarentegen is de
leeftijd waarop psoriasis zich voor het eerst manifesteert.
Psoriasis kan zich wvanaf de babyleeftiijd (Lerner & Lerner,
1972) tot op hoge leeftijd wvoor het eerst manifesteren. Fre-
guent treedt zij voor het eerst op in de tweede {Hellgren,
1967) en vijfde (Beckmann et al.,1977) levensdecade.

Behalve bovengenoemde genetische studies pleit tevens voor
een genetische determinantie van psoriasis het significant
hoger wvoorkomen van de histocompatibiliteitsantigenen HLA-
A1, A2, A3, B13, Bwié6, Bwl7, B37, Bw3%9, Cwé, DRw6, en DR7
bij psoriasispatienten en hun familieleden (Russel et al.,
1972; Svejgaard et al.,1974; Karvonen et al.,1975; Krulig
et al.,1975; Woodrow et al.,1975; Guilhou et al.,1976; Far-
ber & Cox,1981). Een verhoogde coincidentie van HLA~B27 en
Bw38 en psoriasis arthropathica is tevens waargenomen (Mar-
cusson et al.,1975; Buchanan et al.,1977). Volgens de onder-
zoekingen van Beckman et al. (1977) zijn de antigenen HLA-
B7 en B8 significant verlaagd bij personen met psoriasis.

Milieufactoren beinvloeden de klinische expressie. Kenne~
lijk is er sprake van een multifactorieel lijden (Lombolt,
1963; Watson et al.,19%72; Krueger,1981). Van de factoren
waarvan bekend is dat ze psoriasis precipiteren, is trauma
de meest voorkomende. De eerste laesies verschiijnen vaak
ter plaatse van operatie- of vaccinatielittekens. Maltrai-
teren van de huid kan uitbreiding wvan oude of ontstaan van
nieuwe laesies tot gevolg hebben. Een dergelijke Koebner-
fenomeen kan ook ontstaan na zonneverbranding of andere
vormen wvan dermatitis. In het bijzonder bij kinderen wordt
een. acute psoriasis wvan het guttata type voorafgegaan door
perioden met tonsillitis of respiratoire infecties. Psoria-
gsis kan worden verergerd door geneesmiddelen, in het bij-
zonder chloroguine. Systemische toediening wan corticoste-
roiden leidt bij stoppen vaak tot een rebound effect. Een
aantal patienten menen dat er verband bestaat tussen exa-
cerbaties wan hun psoriasis en perioden van emotionele on-
rust.

Ondanks de zeer vele studies die de laatste jaren aan een
mogelijke pathogenese van psoriasis zijn gewijd (Farber &
Cox,1981; Krueger,1981) en vele theorieén over mogelijke

ontstaanswijzen van deze aandoening blijft de pathogenese
van psoriasis toch nog onbekend.
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1.

3.

HISTOLOGIE.

In dermatologische handboeken worden de histologische veran-
deringen in de epidermis van een volontwikkelde psoriasis-
laesie als karakteristiek beschouwd. Deze weranderingen be-
staan volgens Lever & Schaumburg-Lever (1975) uit:

1) Verdikking van de epidermis (acanthose) met verlenging
van de rete-lijsten, welke een gevolg is van uitgroei
naar buiten en verlenging van de dermale papillen (Van
Scott & Ekel,1963).

2) Verlenging van de dermale papillen. De epidermis boven
deze papillen is dunner dan normaal.

3} Het ontbreken van het stratum granulosum.

4} Parakeratotische hyperkeratose.

5) Micro-abecessen van Munro.

In werkelijkheid is de histologie vaak wisselend en niet
specifiek voor psoriasis.

Het ontbreken van het stratum granulosum en de aanwezigheid
van de parakeratose zijn niet obligatoir voor de gehele pso-
riasislaesie. Plaatselijk treden parakeratotische haarden

op in het overwegend hyperkeratotische stratum corneum (Cox
& Watson,1972). In de acanthotische epidermis is de plaats
van de proliferatieve celpopulatie niet beperkt tot de ba-
sale laag, maar verschijnen ook frequent mitosefiguren in

de suprabasale cellagen (Van Scott & Ekel,1963; Fry & Mc
Minn,1970; Penneys et al.,1970). Door verlenging van de
rete-lijsten is de basaalmembraan en derhalwve ook het opper-
vlak van de basale laag t.o.v. het epidermisoppervlak ver-
groot. Uit deze twee gegevens ontstaat een vergroting van
het gebied wvan de proliferatieve epidermis met een factor
4-6 {Van Scott & Ekel,1963; Rowe,1966; Christophers & Braun-
Falco,1970).

De basale cellen en hun kernen zijn bij psoriasis groter

dan in de normale epidermis. Deze toename in grootte is bij
de cellen in het stratum spinosum nog meer ultgesproken
(Halprin,1972). Het cytoplasma is sterker in grootte toege-
nomen dan de kern (Marhle,1975).

De veranderingen in de epidermiscellen worden door sommige
auteurs beschouwd als een gevolg van exsudatie en immigra-
tie van leukocyten, leidend tot parakeratose en Munro-ab-
cessen {Pinkus,1965; Suurmond,1965; Pinkus & Mehregan,1966).

Pinkus {1965} lanceerde het concept dat het afwisselend
voorkomen van orthokeratose en parakeratose wordt veroor-
zaakt door rythmische suprapapillaire exsudatie. Een alter-
natief pathomechanisme wordt door Neumann (1978) voorgesteld.
Deze auteur vindt beschadigde keratinocyten boven de toppen
van die dermale papillen waarin de capillairen extreem zijn
aangetast. Deze capillairverandering leidt tot stasis en da-
ling van de zuurstofspanning. Onvoldoende energievoorziening
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resulteert in een lytisch proces in de keratincocyten. In be-
ginnende laesies bevinden de beschadigde epidermiscellen
zich voornamelijk rond de adnexen en in de bovenste lagen
van de epidermis. De rijke bloedvoorziening van het gebied
rond de adnexen werkt volgens deze auteur als een sluis
voor het transport van histiotoxische stoffen die leiden
tot celbeschadiging. De hypoxie en de histiotoxische facto-
ren zouden een focale beschadiging van de epidermiscellen
tot gevolg hebben. Deze regressieve epidermale veranderin-
gen leiden tot een reactieve regeneratie van de aanliggende
rete~lijsten. De migratie wan leukocyten wordt door Rupec
{1970} en Weumann (1974) beschouwd als een necrotactische
reactie op epidermale cytolysis.

In de dermale papillen van een psoriasis epidermis is een
oedeem waarneembaar. Het dermale infiltraat is matig en
bestaat uit neutrofiele granulocyten en mononucleaire cel-
len {(Pinkus & Mehregan,1966). Ock lymphocyten komen in gro-
ten getale voor (Braun-Falco & Schmoeckel,1977).

In het centrum wvan de laesie is het infiltraat het meest
uitgesproken (Scltani et al.,1972), terwijl zich in het
overgangsgebied naar de normale epidermis een veel geringer
infiltraat bevindt, dat overwegend wuit macrofagen en mest-
cellen bestaat (Braun-Falco & Burg.,1970).

Uit de dermale papillen migreren serumeiwitten en leukocyten
naar de epidermis. Deze zich op omschreven plaatsen ver-
zamelde polymorf-kernige neutrofiele leukocyten gewven aan-
leiding tot de vorming van Munro-abcessen in het stratum
corneum. Los hiervan bevinden zich in de verbrede epidermis
altijd intercellulair enkele macrofagen, neutrofiele leuko-
cyten en mestcellen.

In de papillen van actieve psoriasislaesies zijn de capil-
lairen sterk verlengd en verwijd (Illig,1966). De capil-
laire veranderingen nemen van de rand naar het centrum wvan
de laesie toe (Wohlrab,1963; Beek & Van Reede,1977). De
endotheelcellen van deze capillairen geven een sterke stij-
ging van de glycolytische en hydrolytische enzymactiviteit
te zien (Herrman et al.,1962; Braun-Falco & Burg,1970).

De capillaire doorlaatbaarheid is verhoogd (Baker,1975).
Deze capillairwveranderingen gaan tijdens de therapeutisch
geinduceerde genezing van de laesie slechts zeer langzaam
terug (Braun-Falco et al.,1971). Of de capillairveranderin-
gen voorafgaan aan de psoriasislaesie (Madden,1941) of hier~
van een gevolg zijn als aanpassing aan de toegenomen stof-
wisselingsbehoefte (Braun-Falco,1976) is tot op heden niet
opgelost (Greither,1977). Ook de wraag of het ontstekings-
infiltraat in de dermis oorzaak of gevolg van de epidermale
veranderingen is, is nog niet met zekerheid beantwoord.

Bij electronenmicroscopisch onderzoek blijkt de meest wezen-
lijke verandering in de psoriasiscellen de cytolysis van de
keratinocyten wvan het stratum spinosum te zijn. Deze cyto-
lysis begint perinucleair. De penetratie van leukocyten is
secundair (Rupec,1970). In de basale keratinocyten is het
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aantal mitochondria sterk verhoogd. Tonofilamenten en des-
mosomen zijn schaars in het onderste deel van de epidermis,
terwijl deze in het bovenste deel van het stratum spinosum
sterk zijn toegenomen. Zij hebben dan echter wel een abnor-
male vorm {(Fischman et al.,1977). De intercellulaire ruimte
is verbreed. Deze verbreding berust op intercellulair oe-
deem en vermindering wvan intercellulaire contactzone (Wein-
stein & McHutt,1972; Rupec,1970; Mahrle,1975). De op het
celmembraan van de keratinocyten aanwezige microvilli ziijn
bij psoriasis sterk verlengd (Gommans et al.,1979).

De hoeveelheid materiaal van de basale lamina is voorname-
1ijk in oude laesies toegenomen, terwijl in actieve laesies
een groot aantal openingen in de basale lamina zijn waar-
door epidermaal cytoplasma in de dermis uitpuilt (Brody,
1962; Cox,1969). In het karyoplasma van capillaire endo-
theelcellen, fibroblasten en in geringere mate van macrofa-
gen en keratinocyten is een verhoogd aantal insluitlichaamp-
jes die glycogeen en lipiden bevatten, gevonden. Deze in-
sluitlichaampjes zijn niet specifiek wvoor psoriasis (Bork
et al.,1975).

EPILOOG.

Het hierboven beschrevene aangaande het ziektebeeld psoria-
sis pretendeert geenszins wvolledig te zijn. Psoriasis mag
zich verheugen in een zeer grote belangstelling van onder-
zoekers van uiteenlopende disciplines. Het zou te ver voe-—
ren hier in het kader van dit proefschrift te streven naar
een volledig overzicht, indien dit al mogelijk zou zijn
daar gedurende de laatste 10 jaar meer dan 3200 artikelen
met "psoriasis” in hun titel zijn vermeld in de Index Medi-
cus. Er 1is getracht slechts een beperkt en beknopt over-
zicht van dit ziektebeeld te geven teneinde de niet met pso-
riasis bekend zijnde lezer enig inzicht in deze aandoening
te verschaffen.

Ondanks het soms zeer klassieke klinische beeld van psoria-
sis komt het bepaald niet zelden voor dat de diagnose op
grond van de klinische efflorescenties slechts met moeite
gesteld kan worden. Deze problemen bij het stellen wvan de
diagnose en de tevens bestaande onzekerheid op histologisch
gebied maken het wensellijk dat een nieuwe parameter in de
vorm van flowcytometrie voor de diagnostiek wvan psoriasis
beschikbaar komt.
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HOOFDSTUK 2

LITERATUUROVERZICHT VAN DIVERSE METHODEN TER BESTUDERING
VAN DE CELPROLIFERATIE VAN NORMALE EN PSORIASIS EPIDERMIS.

INLEIDING.

De celproliferatie is sedert decennia onderwerp van inten-—
sieve research geweest met het doel een beter inzicht te
krijgen in de fysiologie wvan normale en pathologische
celreproductie. Een van de grootste celreproductie syste-
men in het menselijk lichaam is de epidermis. Deze kan men
schematisch voorstellen als bestaande uit drie comparti-
menten. De klassieke theorie aangaande de wijze waarop,
onder normale omstandigheden, de epidermale regeneratie
geschiedt is in 1927 door F. Pinkus voorgesteld: Het cel-
lulaire materiaal dat aan het oppervlak wvan het stratum
corneum verloren gaat wordt verwvangen door nieuwe cellen
die in de basale laag door deling van de daar aanwezige
cellen ontstaan {zie H. Pinkus,1952).

Celdeling en derhalve celproductie vindt plaats in de ba-
sale en suprabasale cellagen (proliferatieve celpopulatie,
compartiment 1). De huidige kennis van de celproliferatie
is gebaseerd op het concept van de celcyclus (Howard &
Pelc,1953). De celcyclus wordt gedefiniéerd als het inter-
val tussen de voltooiing van de mitose in een cel en het
einde van de telophase van de volgende mitose in een doch-
tercel. Tijdens de celcyclus doorloopt de cel een aantal
stadia, waarin karakteristieke biochemische wveranderingen
plaatsvinden (Baserga,1968,1971). De celcyclus wordt ver-
deeld in wvier fasen: de G,I fase, S fase, G2 fase en de mi~-
tose fase.

De G, fase is het interval tussen de voltooiing van de mi-
tose en het begin van de DNA synthese. In deze periode
worden ribonucleinezuren en proteinen voor de komende DNA
replicatie gesynthetiseerd {Baserga,1968). Cellen in de G
fase zijn gekenmerkt door een diploide hoeveelheid DNA vaA
de kern (2c¢ DNA). Het absolute DNA gehalte van normale G
fase cellen is voor een individu constant (Vendrely,1971).
De § fase 1is de periocde waarin de replicatie wvan het
chromosomale DNA plaatsvindt. Doordat synthese wvan DNA
alleen in deze fase van de celeyclus plaatsvindt kunnen
cellen in de S fase herkenbaar gemaakt worden door inbouw
van DNA~precursors. S5 fase cellen hebben een DNA gehalte
van de kern dat ligt tussen 2¢ en 4c DNA, afhankelijk van
het feit hoever de duplicatie van de chromosomen is voort-
geschreden {(Vendrely,1971}.

De G. fase is de post-synthetische pre-mitotische periode.
De DNA synthese is voltooid en cellen in de G, fase zijn
tetraploid (4c DNA). In deze fase vindt synth&se van RNA
en proteinen ter voorbereiding van de mitose plaats
{(Lipkin,1971}.
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De M fase: de mitose fase is onderverdeeld in prophase,
metaphase, anaphase en telophase. De mitose fase is micros-
copisch te herkennen door condensatie en scheiding wvan de
chromosomen. Cellen in de mitose fase zijn tetraploid.

Figuur 2.1.1. geeft een schematische voorstelling van de
hoeveelheid DNA van de kern van een cel die de celcyclus
doorloopt.
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Figuur 2.1.1.: Schematische voorstelling van de hoeveelheid
DNA van de kern van een cel die de celcyclus
doorloopt.

Nadat in de epidermis de celdeling is voltooid kan de
nieuwgevormde basale cel opnieuw gaan prolifereren en
wederom actief de celcyclus doorlopen of migreren naar het
stratum spinosum, waarbij differentiatie optreedt en het
vermogen tot proliferatie wverloren gaat. De nieuwgevormde
basale cel kan ook overgaan in een rustfase waarbij het
vermogen tot celdeling behouden blijft. Deze fase wordt G
fase genoemd (Epifanova,1969; Gelfant,1976). Gelfant {1972)
introduceerde het concept dat er in de epidermis twee cate-
gorieén niet circulerende G0 cellen zijn. De eerste catego-
rie zou geblokkeerd zijn in de G, fase van de celcyclus,

de tweede categorie in de G fasé. Cellen in de G, fase
kunnen na een specifieke stgmulus terugkeren in dg prolife-
rende populatie. Voor de basale laag van de muize-epidermis
wordt het aandeel van de G, cellen op 10-20% geschat (Potten,
1975). Van de humane epidegmis is de grootte wan de GO frac-
tie niet met zekerheid bekend (Pullmann,1978).

Een deel van de cellen in de prolifererende populatie migre-
ren naar de rete Malpighi (compartiment 2). Tijdens dit mi-
gratieproces differentieren de cellen en verliezen hiermee
het vermogen tot reproductie. Het derde compartiment van de
epidermis is het stratum corneum (hoornlaag). In histolo-
gische coupes is dit compartiment gekenmerkt door verlies
van cellulair detail, de afwezigheid wvan de kern of kern-
resten en door afplatting van de cellen. De hoornlaag is
niet in staat metabole activiteiten, die karakteristiek
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zijn woor de levende epidermiscellen, te ontplooien en wordt
derhalve beschouwd als het niet-levende eindproduct van de
epidermale celdifferentiatie.

De turnovertijd van een weefselcompartiment is de tiijd die
nodig is om alle cellen van dat compartiment te vervangen,
ofwel door influx, ofwel door mitose, of door beide. Wan—
neer alle cellen van een compartiment prolifereren en er
geen influx is, is de turnovertijd gelijk aan de celcyclus-
tijd. Voor een compartiment zonder celdeling en met een uni-
forme beweging in en uit het compartiment is de turnovertiid
geliik aan de transittijd. De transittijd is de tijd die een
cel nodig heeft om een compartiment te doorlopen. Onder de
proliferatie-snelheid (birth rate = proliferation rate)
wordt verstaan de celproductie per cel of per compartiment.

Het onderzoek naar de celkinetische aspecten van normale en
pathologisch veranderde epidermiscellen kan aan elk van deze
compartimenten worden uitgevoerd. Celkinetische informatie

op het niveau van de celcyclus van de prolifererende celpo-
pulatie wordt wverkregen door het bepalen van de mitotische
index, al dan niet na stathmokinesis, bepaalde autografische
methoden en de cytometrische methoden. Door toediening van
radicactief gelabelde aminozuren kan men de turnovertiid

van het levend epitheel en het stratum corneum bepalen. De
turnovertijd van compartiment 1 en 2 kan men onderzoeken

door toediening van radicactieve DNA-precursors. De turnover-
tijd van het stratum corneum kan worden bepaald door appli-
catie van kleurstoffen op de huid. Indirect kan op deze wijze
ook inzicht worden verkregen in de celproliferatie van het
onderliggende levende epitheel. De histogeometrie is een op
zichzelf staande benaderingswijze waarbij dynamische aspec-
ten met histologische methoden worden bestudeerd.

Naast bovengenoemde bestaan er nog meerdere celkinetische
parameters die m.n. in de tumorresearch worden gebruikt.
Daar deze buiten het kader van dit proefschrift vallen wor-
den zij hier niet besproken. In dit hoofdstuk wordt een
overzicht gegeven wvan verschillende celkinetische methoden
om inzicht te krijgen in de wijze waarop de weefsel- en
celreproductie van de normale en psoriasis epidermis zich
afspeelt.
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RADIOACTIEF GELABELDE AMINOZUREN.

De turnovertiid van het stratum corneum en van het levend
epitheel is door Rothberg et al. (1961) onderzocht met1§e~
hulp wvan radiocactief glycine. Na i.v. toediening van C “-
glycine treedt, nadat het aminozuur via diffusie in de epi-
dermis is gekomen, inbouw op in de proteinen van de epider-
miscellen. Met behulp van chromatografie bepaalden deze au-
teurs de hoeveelheid glycine in schraapsels van normale en
psoriasis epidermis als functie van de tijd. Vervolgens werd
de specifieke activiteit bepaald.

De schraapsel van normaal stratum corneum wverschiint het
eerste proteine dat gelabeld glycine bevat 14 dagen na de
initiédle incorporatie. De maximale specifieke actiwviteit
wordt vervolgens zichtbaar als een scherpe piek op de 26-28
dag. In de proteinen van psoriasis-schilfers vertoont het
geisoleerde glycine een maximale specifieke activiteit op
de derde dag (Rothberg et al.,1961).

Bovengenoemde auteurs baseren op deze gegevens een turnover-—
tijd voor het stratum corneum van 14 dagen en een turnover-

tijd van 28 dagen voor de gehele normale epidermis. Hierbij

gaan Rothberg et al. ervan uit dat het gelabelde glycine als
een scherpe band in de basale laag wordt geincorporeerd. Ge-
zien de wverschillen in piekactiviteiten na intradermale in-

jectie van gelabeld glycine en methionine {Porter & Shuster,
1967) en de bevinding van Fukuyama et al. (1965) dat glycine
voornameliijk in de bovenste cellagen van de levende epider-

mis wordt ingebouwd, lijkt deze veronderstelling onjuist.

Deze turnovertijd van 14 dagen voor het normale stratum cor-
n is door Porter & Shuster (1967) eveneens met behulp.,van
C "=glycine en door Frost et al. (1966) met behulp van H -
glycine bevestigd.

KLEURSTOFFEN.

De turnovertijd van het stratum corneum is met behulp van
kleurstoffen voor het eerst bepaald door Sutton. Na de
hoornlaag met zilvernitraat gekleurd te hebben bepaalde hij
de tijd die nodig was voor het verdwijnen van de kleurstof
{sutton,1938).

Baker & Kligman (1967) gebruiken tetrachloorsalicylanilide
{TCSA), een fluorescerende kleurstof, die nog in zeer kleine
hoeveelheden door het menselijk ocog onder Woods licht kan
worden gezien en die alleen het stratum corneum kleurt, doch
het levend epitheel niet binnendringt. De turnovertijd wvan
het stratum corneum is rechtevemredig met het aantal cella-
gen van het stratum corneum. Aan de andere kant is deze turn-
overtijd omgekeerd evenredig met de productie onder een be-
paalde oppervlak.

Baker & Kligman (1967) vinden een turnovertijd wvan 15 dagen

voor het stratum corneum van een normale epidermis op de rug.
Zij berekenen tevens dat er, op grond van het aantal cellagen
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en de turnovertijd van het stratum corneum, geen productie-
verschillen zijn tussen rug, arm en abdomen. Het voorhoofd
daarentegen vertoont een hogere productie. TCSA kleurt even-
eens snel de parakertotische hoornlaag bij psoriasis. Bij
psoriasis verdwijnt de fluorescentie binnen 2-4 dagen (Baker
& Kligman,1967).

Bij het beoordelen wvan deze cijfers moet rekening worden ge-
houden met het feit, dat zowel zilvernitraat als TCSA sterk
irriterende stoffen zijn, waardoor zij de mitotische activi-
teit van de epidermis vergroten (Pinkus,1952; Brophy & Lobitz,
1959).

Met dansylchloride, een niet irriterende fluorescerende kleur-
stof, berekenen Jansen et al. (1974) een turnovertijd van 12-
15 dagen voor normaal stratum corneum. Voor het voorhoofd be-
draagt deze tijd ruim acht dagen. Een versnelde turnovertiijd
voor de hcoornlaag van de hoofdhuid wordt ook gevonden door
Plewig et al. (1971). Op oudere leeftijd is de turnovertijd
volgens Baker & Blair (1968) verlengd, doordat de productie
per tijdseenheid vertraagd is.

Uitgaande van bovengencemde turnovertijd van het stratum cor-
neum berekenen Bergstresser & Taylor {(1977) de turnovertijd
van de levende epidermis. Hiertoe bepalen zij het aantal cel-
lagen van het stratum corneum, de oppervlakte wvan een corneo-
cyt en het aantal keratinocyten onder 1 mm® huid. Op deze wij-
ze berekenen zij een turnovertijd woor de levende epidermis
van 31 dagen.

Deze benaderingswijze heeft het nadeel dat eventuele fouten

in de parameters met elkaar worden vermenigvuldigd. Wanneer
wij echter, uitgaande van de door Bergstresser & Taylor (1977)
bepaalde turnovertijd wvan 31 dagen voor de totale levende epi-
dermis een verhouding proliferatiewve tot non-proliferatieve
cellen van 2,2 : 1 {(Halprin,1972) aannemen, bedraagt de cel-
cyclustijd van de proliferatieve celpopulatie 236 uur. Deze
waarde ligt binnen het spreidingsgebied van celcyclustijden,
zoals deze, berekend met andere methoden, in de literatuur
worden vermeld.

HISTOGEOMETRIE.

Een geheel andere benaderingswijze van de celkinetische pro-
blematiek van normale en psoriasis epidermis is gekozen door
Van Scott & Ekel ({1963). Via directe planimetrische metingen
in serie-coupes onder het microscoop berekenden zij dat het
volume epidermis per eenheid oppervlakte van het huidopper-
vlak bij psoriasis ruim 4 maal het volume van normale epider-
mis was. Tevens was volgens deze auteurs het aantal mitosen
per eenheid huidoppervlak bij psoriasis 27 maal zo groot als
in normale epidermis. Déze toename van het aantal mitosen be-
rust op de vergroting van het basale membraan oppervlak ten
gevolge van de uitgroei van de dermale papillen. Bovendien
speelt het voorkomen van mitosen in meerdere cellagen van de
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2.5.1.

epidermis dan bij normale huid het geval is een belangrijke
rol.

Uitgaande van de door Rothberg et al. {1961} berekende turn-
overtijd van 28 dagen voor normale epidermis berekenen Van
Scott & Ekel een turnovertijd voor de epidermis bij psoriasis
van 4 dagen.

De berekening van Van Scott & Ekel is, afgezien van mogelijke
methodieke fouten, onjuist omdat de door Rothberg et al.
{1961} beschreven 28 dagen betrekking hebben op de turnover-
tijd van het stratum corneum {14 dagen) en de levende epi-
dermis (14 dagen). Op grond van de gegevens van Van Scott &
Ekel zou de turnovertijd wvan de epidermis bij psoriasis dan
ruim 2 dagen bedragen. Deze 2 dagen zijn tenslotte alleen
julst indien de celcyclustijd van de psoriasiscel gelijk is
aan die van de normale epidermiscel.

Van Scott & Ekel (1963) vinden bovendien een proportionele
relatie tussen de grootte van de dermale papillen en de
grootte van de populatie prolifererende cellen boven deze pa-
pillen. Deze relatie blijft behouden als de dermale papillen
bij psoriasis groter worden.

MITOTISCHE INDEX.

De mitose 1s microscopisch te herkennen door condensatie en
scheiding van de chromosomen tijdens de prophase, metaphase,
anaphase en telophase. De mitotische index (M.I.) is het aan-
tal mitosen in de basale celpopulatie gerelateerd aan het to-
tale aantal in de interfase verkerende basale cellen of aan
het totale aantal levende epidermiscellen. De methode waarbij
het aantal mitosen per eenheid lengte wvan de basale membraan
wordt geteld is minder gewenst (Wright,1977). De mitose snel-
heid is de M.I. per tijdseenheid.

Het meermalen tellen van dezelfde nucleus in diverse coupes
kan met de formule van Abercrombie (1946} worden gecorrigeerd.
Het microscopisch herkennen van late telophase-cellen en
"glear cells" van Masson kan moeilijk zijn. Zo kunnen ook
vroege prophase cellen soms moeilijk te onderscheiden zijn

van gegranuleerde nuclei (Fisher & Wells,1968). Bovengenoemde
foutenbronnen, de arbeidsintensiviteit van het onderzoek en

de subjectiviteit van de onderzoeker zijn de grootste nadelen
van de methode. De M.I. methode wordt het meest toegepast wan-
neer relatieve metingen gewenst zijn, b.v. bij het wergelijken
van de invloed van diverse stoffen op de turnovertijd van de
epidermis,

Voor normale humane epidermis geeft tabel 2.5.1. een overzicht
van diverse celkinetische data, zoals die door diverse auteurs
met behulp van de M.I. methode zijn gevonden. De turnovertijd
van de levende epidermis kan worden berekend uit de M.I. en

de duur van de mitosefase.
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Tabel 2.5.1.

AUTEUR M.I. T.T. PLAATS
Thuringer,1928 0,04 - hoofd
0,4 - preputium
Cooper,1939 0,15-0,68 - preputium
Hoffman, 1949 0,01 257 arm
Pinkus,1952 0,16 26,7 onderarm
RKatzberg,1952 0,02 100 abdomen
0,16 13 onderarm
Brophy & Lobitz,1959 0,08 - rug
Fisher,1968 0,01-0,09 - -
Rowe et al.,1978 0,15-0,24 - -

Tabel 2.5.1.: Overzicht van een aantal in de literatuur op-
gegeven waarden voor mitotische index (M.I.)}
in procenten en turnovertiijd (T.7T.) in dagen
wvan normale humane epidermis voor enkele
plaatsen op het lichaam.

De met behulp van de M.I. berekende turnovertijden voor
normale epidermis variéren van 13 (Katzberg,1952) tot 257
(Hoffmann,1949) dagen afhankelijk van de gevonden mitoti-
sche indices en de geschatte mitoseduur. De in de litera-
tuur opgegeven waarden voor de M.I. zijn niet zonder meer
met elkaar te vergelijken, omdat niet alle auteurs het aan-
tal getelde mitosen relateren aan dezelfde celpopulatie.

De M.I. van een psoriasislaesie is sterk verhoogd (Fisher,
1968; Weinstein & Forst,1968; Fry & McMinn,1970; Kaidby &
Kurban,1971). Er bestaan aanzienlijke verschillen in mitose
aantal tussen diverse psoriasis patienten (Fry & McMinn,
1968). De spreiding tussen de patienten is echter signifi-
cant groter dan de spreiding tussen diverse plaatsen op het
lichaam bij dezelfde patient (Fry & McMinn,1970).

Over het al dan niet bestaan van schommelingen in de M.I.
in de loop van de dag (Diurnal variantion) heerst geen
eensluidende opinie.

Milstein & Cornel (1973) alsmede Fry & McMinn (1973) vinden
deze variatie noch in normale epidermis noch bij psoriasis.
Cooper (1939), Scheving (1953} en Fisher (1968) vinden een
piek in mitotische activiteit wan een normale epidermis in
de ochtenduren terwijl Rowe et al. (1978) vinden dat het
aantal mitosefiguren in normale epidermis 's middags hoger
is dan 's ochtends. Hell & Hodgson (1966) en Pullmann et
al. (1974) vinden daarentegen geen wariaties in de normale
echter wel in de psoriasis epidermis.
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2.5.2. MITOTISCHE INDEX NA STATHMOKINETISCHE STOFFEN.

Colchicine blokkeert de in de mitosefase verkerende cel in
de metaphase (Dustin,1936; Brues,1936; Ludford,1936; Bucher,
1939), terwiil de cellen niet worden gehinderd de mitose te
beginnen. Er treedt geen interferentie op met cellen in de
prophase, noch is er enige invlced op de duur van de propha-
se, terwijl alle cellen in de metaphase worden geblokkeerd
{8tevens-Hooper,1961). Colchicine werd aanvankelijk gebruikt
om de plaats van de normale celdeling te onderzoeken. Vervol-
gens is colchicine toegepast bij het onderzoek naar de mate
van proliferatie van het darmepitheel van ratten {(Leblond &
Stevens,1948) en katten (McMinn,1954), alveolicellen (Bertan-—
lanffy & Leblond,1953) en blaasepitheelcellen (Vulpé&,1954).

De mate van toename van de in de metaphase geblokkeerde M.I.
per tijdseenheid wordt "mitotic rate" gencemd (Stevens-Hoo-

per,1961). Uit de combinatie van M.I. en mitotic rate is met
de Stevens-Hooper formule de duur van de mitosefase te bere-
kenen.

Fisher & Wells (1968) vinden een mitotic rate, gemeten over
een tijdsbestek van vijf uur, van 1,2 resp. 1,4 mitosen per
1000 levende epidermiscellen in de normale epidermis van vol-
wassen vrouwen resp. mannen. Hieruit berekenen zij een mito-
seduur van ongeveer 90 minuten. De epidermale mitotic rate

in psoriasislaesies is 3-4 maal groter dan in normale epider-
mis De duur van de mitosefase van een psoriasiscel bedraagt
volgens deze auteurs ongeveer vier uur vergeleken met de

14 uur van een normale epidermiscel (Fisher & Wells,1968).

Vincristine sulfaat (OncovinR) geeft in een dosering wvan 1
Mg intradermaal eveneens een optimale blokkade in de meta-
phase, zonder dat er een belangrijk toxisch effect van wvin-
cristine op de delende cel optreedt (Duffill et al.,1977}.
De mitotic rate van epidermiscellen in een psoriasislaesie
bedraagt volgens Duffill et al. (1976), gemeten over een pe-
riode van 2% uvur, 13 cellen per 1000 germinatieve cellen per
uur. Hieruit berekenen deze auteurs een metaphaseduur van 30
minuten, terwijl de duur van de totale mitose 37 minuten zou
bedragen.

De twee bovengenocemde research-groepen vinden twee niet met
elkaar in overeenstemming zijnde waarden voor de duur van

de mitosefase van epidermale psoriasiscellen. De werschillen
berusten op uiteenlopende waarden die voor de mitotische in-
dices voor en na toediening van de stathmokinetische stof
ziin gevonden. Mogelijk speelt de niet-gelijke wijze wan toe-
dienen van de stathmokinetische stof een belangrijke rol
hierbij.
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2.

2.

6.1.

AUTORADIOGRAFIE.
INLEIDING EN METHODEN.

Het percentage cellen in de S fase van de celcyclus is een
belangrijke parameter voor de mate van proliferatie van een
celpopulatie. Bij voorkeur wordt voor het bestuderen van de-
ze parameter gebruik gemaakt van thymidine, een obligatoire
DNA—precurior, als dragersubstantie. Thymidine laat zich met
tritium (H”), zonodig in diver§§ concentraties (Heenen,1971}),
of met radioactief koolstof (C ") markeren. Na inbouw in het
DNA kan dit gelabeld thymidine worden aangetoond door de
dwarsgesneden huidcoupes te bedekken met een fotografische
emulsie, deze enige tijd te exponeren aan het isotoop om ver-
volgens de coupes te ontwikkelen en op de gebruikeliijke ma-
nier te kleuren (Joftes,1963). Na intradermale injectie ver-
schijnen de eerste gemerkte nuclei in de epidermis na onge-
veer 40 tot 60 minuten (Epstein & Maibach,1965). Gelabelde
mitosefiguren verschijnen 12 uur na de injectie (Weinstein

& Van Scott,1965). Na 2 celcycli kunnen nog gelabelde cellen
worden gezien, een derde mitose reduceert de hoeveelheid ge-
labeld DNA tot onder de gevoeligheid wvan de autoradiogra-
fische film (Greulich,1964).

Bij het onderzoek van de epidermis kan radioactief thymidine
zowel in vitro (Hell & Hodgson,1966; Braun-Falco et al.,
1967, Kaidby & Kurban,1971; Pullmann et al.,1974; Marks,
1978) als in vivo (Epstein & Maibach,1965; Weinstein,1965;
Weinstein & Forst,1968; Fry & McMinn,1966; Goodwin et al.,
1974) worden toege%ast_ Gezien de lange halfwaarde tijden
van de isotopen (H3:12,3 jaar en cl4;5556 jaar) is toepas-
sing bij mensen aan grenzen gebonden. De tijdsduur die ver-
loopt tussen het afnemen wan het monster en de beoordeling
door de onderzoeker bedraagt bij het standaard autoradiogra-
fisch onderzoek 2~3 weken en is hiermee, samen met de arbeids-
intensiviteit, het grootste nadeel van de methode. Bovendien
kan door inbouw van een isotoop in de te onderzoeken cellen
de proliferatieve activiteit van deze cellen worden bein-
vloed.

Met behulp van autoradiografie kan de celkinetiek worden be-
studeerd door de labelling index (2.6.2.) te bepalen, door
de tiijd te registreren die de gemerkte cellen op hun weg
door de epidermis voor de diverse celcompartimenten nodig
hebben (2.6.3.}), door na een kortdurende toediening van het
isotoop het aantal gelabelde mitosen grafisch uit te zetten
als functie van de tijd (2.6.4.) of door de populatie twee
maal met een korte tussenpauze gelabeld thymidine aan te
bieden {2.6.5.}. Ook kan door continue toediening van het
isotoop (2.6.6.) of door de intensiteit wvan de labelling te
meten [2.6.7.) inzicht worden verkregen in celkinetische pa-
rameters.
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2.6.2. LABELLING INDEX.

De labelling index ({L.I.) is het aantal gelabelde cellen in
een populatie gerelateerd aan het totale aantal cellen wan
die populatie. Het concept van de L.I. is gelijk aan dat van
de M.I. met dien verstande dat de L.I. verscheidene malen
groter is dan de M.I. omdat de duur van de DNA synthesefase
verscheidene malen groter is dan de mitoseduur {(Howard & Pelc,
1953; Quastler & Sherman,1959). De L.I. geeft de fractie wan
de celpopulatie in de 5 fase aan ten tijde wvan de toediening
van het isotoop.

Door meerdere auteurs zijn de labelling indices van normale
humane epidermis, wvan klinisch normale epidermis van perso-
nen met psoriasis en van psoriasislaesies bepaald. De gevon-
den resultaten zijn weergegeven in onderstaande tabel.

Tabel 2.6.2.17.

Auteur Labelling index

Normale epi~ Klinisch nor- Psoriasis
dermis male epidermis laesie
bij psoriasis

Kaku et al., 1964 7 - -
Epstein & Maibach,1965
Hell & Hodgson,1966
Christophers & Schaum-
16ffel, 1967
Weinstein & Forst,1968
Kaidby & Kurban,1971
Steigleder et al., 1973
Weinstein et al., 1973
Heenen et al.,1973
Pullmann et al.,1974
Chopra & Flaxman,1974
Goodwin et al.,1974
Allegra & De Panfilis,
1974 3,7 - -
Duffill et al., 1976 - - 10,3
Pullmann, 1978 2,8 5,7 10,6
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Tabel 2.6.2.1.: Overzicht van een aantal in de literatuur op-
gegeven waarden voor de labelling indices wvan
normale humane epidermis, klinisch normale
epidermis bij psoriasis en van epidermiscel-
len uit een psoriasislaesie, uitgedrukt in
procenten.

Vergelijking van deze indices wordt bemoéilijkt door het feit
dat een aantal auteurs de populatie waaraan zij het aantal
gelabelde cellen relateren niet expliciet omschrijven.
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Alle auteurs vinden dat de L.I. bij psoriasis verhoogd is
vergeleken met normale epidermis. Het sterk afwijkende per-
centage van Weinstein & Frost (1968) berust voor een deel

op het toepassen van een correctiefactor door deze onderzoe-
kers voor de korte reikwijdte van de b-partikels in de coupes.
Het is echter omstreden of toepassing van deze factor, die
ook dcoor Iversen & Evensen (1962) wordt onderschreven, juist
is gezien de bevindingen wvan Gelfant (1961) die geen ver-
schil in L.I. vindt in 2@ en 7u histologische coupes van de-
zelfde epidermis.

Cok het percentage cellen in de § fase is in klinisch nor-
male huid verhoogd vergeleken met normale epidermis.

Om met behulp van de L.I. celcyclustijden te berekenen is

het noodzakelijk de duur van de S fase te kennen. Deze tiijd
kan men bepalen met behulp van het percentage gelabelde mi-
tosen als functie van de tijd (FLM curve, zie 2.6.4.) of door
dubbele labelling technieken {(zie 2.6.5.).

Ook de M.I. is bij psoriasis verhoogd. Volgens Goodwin et
al., (1973) is er echter een duidelijke discrepantie tussen
de toename van de M.I. en de L.I. bij psoriasis vergeleken
met normale epidermis. Deze auteurs vinden dat de ratio van
mitosen en DNA synthetiserende cellen groter isg bij psoria-
sis dan die bij klinisch normale epidermis, die op zijn
beurt weer groter is dan bij normale epidermis. Aangezien
de formule M.I.:L.I.=Tm:Ts geldt kan deze stijging in ratio
het gevolg zijn van een langer worden van Tm, zoals Fisher &
Wells (1968) hebben gevonden, of van een kortere Ts, zoals
Weinstein & Frost (1968} vonden. Een combinatie van beide
tijdsveranderingen is de derde mogelijkheid.

2.6.3. HET VOLGEN VAN GEMERKTE CELLEN OP HUN WEG DOCR DE DIVERSE
COMPARTIMENTEN VAN DE EPIDERMIS.

Door het met korte tussenpauzen nemen van biosieé&n na intra-
dermale injectie van H3-thymidine is het mogelijk de pro-
gressie van gemerkte cellen in de epidermis te volgen. Aldus
krijgt men inzicht in de tijd die wverloopt alvorens een in
de basale laag gemerkte cel de buitenste laag van het epi-
theel bereikt.

Uit de onderzoekingen van Epstein & Maibach (1965} blijkt
dat 24 uur na intradermale injectie wvan HB-thymidine in een
normale humane epidermis de gemerkte nuclei juist boven de
basale laag zijn gelocaliseerd. Na 7 dagen bevindt zich het
merendeel van de gemerkte cellen in de middelste lagen van
de epidermis, terwijl de eerste gemerkte cellen na 10-14
dagen in het stratum granulosum verschijnen. Deze laatste
waarden stemmen overeen met de door Weinstein & Van Scott
{1965) gevonden 13 dagen. Daarentegen vinden Kaku et al.
{1964) een tijd van 21 dagen alvorens de in de basale laag
gemerkte cellen in de buitenste laag van de levende epider-
mis aankomen. Dit wverschil in gevonden resultaten wordt mo-
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.6,

gelijk vercorzaakt door het kleine aantal monsters dat door
de laatste auteurs is onderzocht.

Deze methode is niet bruikbaar woor het bepalen van de turn-
overtijd van het stratum corneum omdat in deze laag normali-
ter dgeen celkernen meer aanwezig zijn. In een psoriasis epi-
dermis is het wel mogelijk de gemerkte parakeratotische cel-
len te volgen tot het moment waarop zij de buitenste lagen
van het stratum corneum bereiken.

Welnstein & Van Scott (1965) vinden dat de passagetijd van
een gemerkte cel door het levend epitheel van een psoriasis-
laesie 48 uur bedraagt, terwijl de cellen na 4 dagen in de
buitenste lagen van de hoornlaag aankomen.

Bovengenoemde resultaten zijn echter niet direct vergelijk-
baar met de met andere methoden gevonden tijden omdat hier
geen gemiddelde maar een minimum turnovertijd wordt bepaald.

BEPALING VAN HET PERCENTAGE GELABELDE MITOSEN (FRACTION
LABELLED MITOSIS, FLM).

Deze door Quastler & Sherman (1959) ontwikkelde methode is
een van de eerste en nog steeds een van de meest informatie-
ve van ge isotopen methoden. Na tcediening wvan een &&nmalige
dosis H”-thymidine wordt het percentage gelabelde mitosen
met korte intervallen bepaald. Bij de grafische voorstel-
ling van het percentage gemerkte mitosen als functie van de
tijd ontstaat een curve met twee hellingen, waaruit men de
duur van de celcyclus en zijn deelfasen kan bepalen. Hier-
bij komt de duur van de G., fase overeen met de tijd tussen
de injectie wvan het thymiaine en het verschijnen van de eer-
ste gelabelde mitosen. De mitoseduur is het interval tussen
het optreden van de eerste gemerkte mitosen en het tijdstip
waarop alle mitosen zijn gemerkt. De DNA synthesetijd wordt
door het interval tussen de 50%-punten van de stijgende en
dalende helling van de FLM curve weergegeven. Een aantal au-
teurs geven de voorkeur aan de 37%-punten {(Quastler,1963;
Takahashi,1966). De duur van de totale celcyclus tenslotte
wordt bepaald uit het verschijnen van gemerkte mitosen van
de tweede celgeneratie. Figuur 2.6.4.1. geeft een schema-
tische voorstelling van deze methode.

Voorwaarde voor het gelukken wvan deze methode is een niet te
grote variabiliteit wan de deelfasen van de celcyclus tussen
de cellen van het prolifererende systeem (Lennartz,1967;
Gerecke et al.,1970). De lage proliferatiegraad in normale
humane epidermis maakt het vrijwel onmogelijk met behulp

van de FLM techniek directe metingen wvan basale celcyclus~
tijden te verrichten (Wright,1977). Deze problemen tracht
men tegenwoordig te ondervangen door toepassing van bepaal-
de computerprogramma's (o.a. Gilbert,1972}.
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Figuur 2.6.4.1.

Schematische voorstelling van de FLM me-

thode (Vrij naar Aherne (1977))

”
H

Figuur 2.6.4.1.
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Omdat directe meting niet mogelijk was berekenden Weinstein
& Prost {1968,1969) met behulp van de L.I. en de Ts uit de
FL¥M curve een totale celcyclustijd voor de normale humane
basale epidermiscellen wan 308 uur. In 1973 echter wordt
deze tijd door Weinstein & Mc Cullough op 457 uur bepaald.
Nadere details over deze laatste waarde ontbreken omdat de
auteurs wverwijzen naar hun "unpublished data”. Hiermee in
tegenspraak is de enige ons in de literatuur bekende, op
deze wijze berekende celcyclustijd wvan normale humane epi-
dermis, die door Chopra & Flaxman {1974} is bepaald op 59
uur. Dit laatste onderzoek heeft echter in vitro plaatsge-
vonden. De gevonden waarden zijn in tabel 2.6.4.2. samen-—
gevat.

Tabel 2.6.4.2.

Auteur Tc Tg1 Ts ng Tm L.I.
Weinstein & Frost,

1968 163 146 8,5 6—8 1 5,2
Weinstein & Frost,

1969 308 284 16 6-8 1 5,2
Weinstein & Mc Cul-

lough, 1973 457

Chopra & Flaxman,

1974 59 39 11,5 7 1,5 10,5

Tabel 2.6.4.2.: Overzicht van door diverse auteurs gevonden
tijden in uren voor de celcyclus en zijn
deelfasen van normale epidermis alsmede de
gevonden labelling indices in procenten.
Tc= totale celcyclustijd, Tgq= duur van de
G1 fase, Ts= duur van de $ fase, Tq2= duur
van de G, fase, Tm= duur van de mitosefase.
L.I.= lagelling index.

Ook over de celcyclustijd van een psoriasiscel bestaan in
de literatuur tegenstriijdige opvattingen. Enerzijds ziijn
er de opwvattingen van Weinstein en medewerkers (1968-1971)
dat deze tijd 37,5 uur bedraagt. Goodwin et al. (1974) wvin-_
den daarentegen een totale celeyclustijd bij psoriasis wvan
91 wur. Chopra & Flaxman (1974) en Duffill et al. (1976)
vinden intermediaire waarden. De bevindingen zijn samenge-
vat in tabel 2.6.4.3.
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Tabel 2.6.4.3.

Auteur Te Tg1 ng Tm L.I.

Weinstein & Forst,

1968 37,5 24 8,5 4 0,3 22,7
Goodwin et al.,

1974 91 73,5 9,8 7,2 0,5 11,0
Chopra & Flaxman,

1974 53,5 38,9 6,5 7 1,1 12,0
Duffill et al.,

1976 56 43 7,7 x5,6 - 10,3

Tabel 2.6.4.3.: Overzicht van door diverse auteurs bereken-
de tijden in uren voor de totale celcyclus
en zijn deelfasen, berekend met behulp van
FLM curves, en de gevonden labelling indi-
ces (L.I.) in procenten van de prolifereren-
de celpopulatie uit een psoriasislaesie. Tc=
totale celcyclustijd, Tg.,= duur van de G
fase, Ts= duur van de S %ase, Tg,= duur wvan
de G2 fase, Tm= duur van de mitoSefase.

Alle auteurs hebben de totale celcyclustijd berekend uit de
formule Ns:Ts = Ntot:Ttot. De al dan niet met behulp van
computerprogramma's gevonden waarden voor Ts zijn niet be-
palend voor de gevonden verschillen in celecyclustiijd. Deze
berusten op de uiteenlopende labelling indices. Het toepas-~
sen van een correctiefactor bij de bepaling van de L.I. door
Weinstein en medewerkers is reeds elders besproken.

De door Weinstein vermelde celcyclustijd bij psoriasis vorm-
de de rationele achtergrond voor de behandeling van psoria-
sis met cytostatica zoals methotrexaat {(Weinstedn,1971;
Weinstein & Mc Cullough,1976). Jarenlang zijn deze celcy-
culstijden en de hierop gebaseerde therapeutische regimes
officieel door de American Academy of Dermatology gesteund
en onderschreven (Weinstein,1973) en heeft het systemisch
toedienen van methotrexaat bij de behandeling van psoriasis
de goedkeuring van de F.D.A. (Roenigk et al.,1%73; Weinstein
et al.,1981}).
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2,.6.5.

DUBBELE LABELLING METHODE.

De S tase duur alsmede de celcyclustiijd van de proliferatie-
ve celpopulatie kan worden bepaald door de populatie met een
korte tussenpauze tweemaal kortdurend gelabelde thymidine

aan te bieden (Hilscher & Maurer,1962; Wimbler & Quastler,
1963). De op de verschillende tijdstippen gemerkte cellen
kunnen worden onderscheiden door toediening wan wverschillend
hoge doses H3—thymidine of, bij voorkeur, van 13 en C14-thy—
midine. Deze beide isotopen zenden beta stralen van verschil-
lende energie en reikwijdt? uit (H3: E x = 18_KeV, E = 5 KeV,
reikwijdte in water 7 m; Cl%: E . = 158 KeV, E = 49 KeV,
reikwijdte in water 240 u). Beige stralingen kunnen door toe-
passing van geschikte foto-emulsies worden gedifferentieerd.
In de autoradiografische preparaten wordt de fractie wvan de
wverschillend gelabelde nuclei van de gelabelde cellen in de
basale laag van de epidermis bepaald. De duur van de 8 fase
wordt berekend uit de verhouding van influx en efflux wvan de
gelabelde cellen in en uit de S fase. De totale celcyclustijd
wordt berekend uit de duur van de S fase en de L.I.. Figuur
2.6.5.1. geeft een schematische voorstelling van de methode.

Figuur 2.6.5.1.

o~

le injectie 1V 77777777 Gy M

2e injectie M G M
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Figuur 2.6.5.1.: (Vrij naar Pullmann (1978)). Bepaling wvan
de duur van de S fase met behulp van de DLM.
Met een interval wvan 1 uur_(t) wordt de
populatie kortdurend met H” en vervolgens
met c14 gemerkt thymidine aangeboden. Tij-
dens de eerste incubatie worden alle cellen,
die zich in de S fase bevinden met H3-thy—
midine gemerkt. Na de tweede incubatie, met
c'4-thymidine, blijven de cellen die in het
interval t de 5 fage hebben verlaten (ef-
flux) alleen met H? gemerkt, terwijl de cel-
len, die in dit tiijdsbestek de S fase zijn
binnengekomen {(influx) alleen met cl4 wor-
den gemerkt. Met beide isotopen worden die
cellen gemerkt, die tijdens de procedure in
de S fase blijven. Uit de verhouding wvan
alle cl4 gelabelde cellen ({(alleen C 4, resp.
Cm4+H3} en het aantal cellen dat alleen met
H3 is gemerkt, kan de duur van de S fase
worden berekend.

38



Met bovengenoemde methode is door Heenen & Galand (1971)
een Ts van 10 uur en een totale celcyclustijd van de pro-
lifererende celpopulatie in een normale humane epidermis
van 213 uur berekend. Deze waarden stemmen in meerdere of
mindere mate overeen met de met dezelfde methode verkregen
gegevens van Christophers & Schauml8ffel (1967), Heenen et
al. (1973), Steigleder et al. (1973), Allegra & De Panfilis
(1974}, Pullmann et al. (1974) en Pullmann (1%78) voor nor-
male humane epidermis. De diverse celkinetische parameters
zijn in tabel 2.6.5.1. samengevat.

Tabel 2.6.5.1.

Auteur Ts Te L.E.

Christophers & Schaum—

18£fel 1967 5,6 154 3,3
Heenen & Galand, 1971 10,0 213 4,8
Heenen et al., 1973 10,3 184 5,8
Steigleder et al., 1973 6,6 312 2,0
Pullmann et al.,1974 6,6 282 2,4
Allegra & De Panfilis,

1974 7,5 206 3,7
Pullmann,1978 7,2 296 2,8

Tabel 2.6.5.1.: Overzicht van met behulp wvan de dubbele la-
belling methode gevonden waarden voor de
duur van de DNA synthesefase in uren en de
hieruit met behulp van de gevonden label-
ling indices berekende totale celcyclus-
tijden in uren van de proliferatieve cel-
populatie in normale epidermis. De label-
ling indices (L.I.) zijn weergegeven in
procenten. Ts= duur S fase, Tc= totale
celcyclustiid.

Ook bij onderzoekingen met de dubbele labelling methode
wordt bij psoriasis een kortere totale celcyclustijd ge-
vonden dan bij normale epidermis. {Steigleder~et al.,1973;
Pullmann et al.,1974; Pullmann,1978). Tevens vinden deze
onderzoekers dat de duur van de S8 fase bij psoriasis sig-
nificant verlengd is. Tabel 2.6.5.2. geeft een samenvat-
ting van de gevonden gegevens.
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2.6.6.

Tabel 2.6.5.2.

Auteur Ts TC L.I.
Steigleder et al.,1973 14,0 173 8,8
Pullmann et al.,1974 14,4 114 13,6
Pullmann, 1978 1) 13,6 146 10,6

2y 19,9 202 11,1

Tabel 2.6.5.2.: Overzicht van met de dubbele labelling me-
thode gevonden waarden voor de duur van de
S fase in uren en de hieruit met behulp van
de gevonden labelling indices berekende to-
tale celcyclustijden in uren van psoriasis-
cellen. Ts= duur & fase, Tc= totale celcy~
clustijd, L.I.= labelling index in procenten,
1)= volontwikkelde laesie, 2}= beginnende
psoriasislaesie.

CONTINUE LABELLING METHODE.

Bij de continue labelling methode wordt de te onderzoeken
celpopulatie blootgesteld aan een continue toediening van

het label gedurende een langere periode. Dit kan in vivo
worden bereikt door, ofwel herhaalde injecties met interval-
len korter dan de § faseduur, zodat geen cel die de S fase
passeert aan de labelling ontsnapt, of door continue infusie.
Behalve het feit dat continue toediening van een isotoop bij
mensen niet gewenst is, stelt deze methode de proefdieren ook
bloot aan een ongewenste fysiologische stress. Het beste kan
deze methode in vitro worden toegepast.

De L.I. als functie van de tijd wordt bepaald. Het tijdsin-
terval dat verloopt tussen toevoegen van het isotoop en het
tijdstip waarop de fractie van gelabelde cellen een plateau
bereiken is gelijk aan de celcyclustiijd minus de tijdsduur
van de 5 fase. In theorie kan de tijdspanne Tgp + Tm + Tg,
nader worden bepaald in zijn componenten. Het tijdsinterval
Tgn + Tm is de tijd die nodig is om alle mitosen te merken.
Uit het verschil kan Tg, worden bepaald. De duur van de 8 fa-
se kan op meerdere manieren met behulp van de continue label-
ling methode worden berekend. De mate van toename van het
aantal gelabelde cellen in de tiijd, analoog aan de bereke-
ningswijze blj stathmokinetische experimenten, is het meest
rechtstreeks. Elegant is de combinatie wvan stathmokinesis en
continue labelling zoals beschreven door Puck & Steffen
(1963). Ovk deze techniek is echter slechts geschikt voor in
vitro onderzoek.

Een andere toepassing wvan de continue labelling methode vormt
de berekening van de fractie cellen in de prolifererende po-
pulatie die de celcyclus niet doorlopen, maar deze hebben
verlaten om in een rustfase te verkeren waaruit zij weer in
de celcyclus kunnen terugkeren (Gg cellen}. Figuur 2.6.6.1.
geeft een schematische voorstelling van de methode.
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ons zijn in de literatuur geen studies op dermatologisch
gebied bekend waarbij celcyclustijden volgens deze methode
worden berekend. Toepassing van deze methode bij het celki-
netisch onderzoek van de epidermis stuit in vive op ethische
bezwaren, terwijl de wvoor de in vitro toepassing noodzake-
lijke kweektechnieken om een volwassen humane epidermis en-
kele dagen levend te houden nog onvoldoende zijn. Bovendien
ontbreken in witro een aantal mechanismen ter regulatie van
de groel.

De groeifractie is het percentage cellen van de proliferen-
de basale en suprabasale celpopulatie dat de celcyclus daad-
werkelijk doorloopt. Deze groeifractie is in vitro voor nor-
male epidermis door Chopra & Flaxman (1974) op 66% na 3 da-
gen gesteld. Bij psoriasis vinden deze auteurs een groei-
fractie van 74% na 3 dagen in vitro. Weinstein (1971) daar-
entegen vindt in vivo bij psoriasis een groeifractie wan
vrijwel 100%. Voor normale humane epidermis in vivo is de
groeifractie niet bekend.

Figuur 2.6.6.1.
Tg, + Tm + Tgy

10 1

$

H-thymidine

Piguur 2.6.6.1.: Continue labelling methode: Bij het begin

van het experiment zullen de cellen in de

S fase het isotoop opnemen. In de tijd die
hierop volgt zullen alle cellen die de 8
fase binnenkomen eveneens worden gelabeld.
De labelling indices zullen derhalve in de
tijd toenemen. Wanneer alle prolifererende
cellen zijn gelabeld hebben de L.I. een
plateau bereikt. De tijd tussen het moment
van toedienen van het isotoop eén het be-
reiken van het plateau is gelijk aan Tg, +
Tm + Tgq. Indien alle cellen in de popu%a-
tie prolifereren stijgen de labelling in-
dices in de tijd volgens 1lijn 1. Indien
slechts een deel wvan de populatie aan de
proliferatie deelneemt geschiedt de toename
volgens lijn 2. Op deze wijze kan de groei~
fractie en derhalve het percentage G, cel-
len van de betrokken populatie worden be-
paald. Figuur overgenomen uit Aherne (1977).
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2.6.7.

TELLEN VAN GRANULRE.

Bij alle tot nu toe beschreven autoradiografische technie-
ken wordt het percentage gemerkte interfase cellen of ge-

merkte mitosen geteld. Onder bepaalde omstandigheden kan

informatie worden verkregen door de intensiteit van de la-
belling te bepalen en na te gaan hoe deze intensiteit zich
in het verloop van de tijd gedraagt. De intensiteit wvan de
labelling wordt bepaald door het aantal korrels boven de

gemerkte nuclei te tellen. Uit de halvering van het gemid-
delde aantal korrels per nucleus kunnen diverse tijden van
de celcycluscomponenten worden berekend (Killmann et al.,

1963y Clarkson et al.,1967). Deze techniek is, in het bij-
zonder wanneer er een significante overgang van prolifera-
tieve naar non-proliferatieve cellen bestaat, aanmerkeliijk
minder nauwkeurig dan b.v. FLM. curves (Aherne et al.,1977).

Gegevens over celkinetisch onderzoek van de humane epider-
mis, berekend met behulp van deze methode,; hebben wij in
de ons bekende literatuur niet gevonden.

In vereenvoudigde vorm kan de methode wel informatie geven
over de relatieve celcyclustijden omdat het aantal korrels
per nucleus een maat wvormt voor de synthesesnelheid per
tijdseenheid. Op deze wijze hebben Born & Kalkoff (1969)
gevonden dat het gemiddelde aantal korrels per gelabelde
cel bij psoriasis met de helft is gereduceerd vergeleken
met normale epidermis, terwijl de L.I. niet was veranderd.
Deze auteurs concluderen hieruit dat de duur van de syn-
these fase met een factor 2 is verlengd. In klinisch nor-
male huid van personen met psoriasis vinden zij eveneens
een kleiner aantal korrels per gelabelde cel dan bij nor-
male controle personen (Born & Kalkoff,1969).

SCINTILLATIE TELLING.

Het is mogelijk de opname van aan thymidine gebonden iso-
topen op een andere wijze dan met autoradiografie te meten.
Door de in oplossing gebrachte, te onderzoeken celpopulatie
te mengen met een scintillatie vloeistof kan de hoeveelheid
radiocactiviteit in het monster worden bepaald, omdat de mo-
leculen van het fluorescerende bestanddeel wvan de scintil-
latie vlceistof, wanneer zij getroffen worden door een tri-
tium of Cc14 beta partikel, emissielicht uitzenden (Aherne

et al.,1977). Deze methode geeft de gemiddelde incorporatie
per cel. Het voordeel van de methode 1s de snelheid waarmee
de resultaten worden verkregen en het grote aantal cellen
dat kan worden gemeten. Het verlies van het zicht op de
aparte cellen kan een nadeel zijn. Met deze methode is het
niet mogelijk onderscheid te maken of een verandering in
radioactiviteit het gevolg is van een verandering in het
aantal cellen dat gemerkt thymidine opneemt of van een ver-
andering in de hoeveelheid thymidine die door elke cel wordt
opgenomen.

Toepassing van deze techniek bij het onderzoek naar de kine-
tiek van de humane epidermis lijkt ons niet zinvol.
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2.8.

2.8.1.

CYTOPHOTOMETRIE.

De kwantitatieve cytospectrophotometrie is ontwikkeld door
Casperson (1936} uitgaande van de wet wan Lambert-Beer,
waarbij de absorptie van monochromatisch licht van een op=-
lossing in een cuvette evenredig is met de concentratie van
de chromophoor. De wet van Lambert-Beer toegepast in de cy-
tochemie geeft aan dat de totale absorptie van een object
onder het microscoop evenredig is met de totale hoeveelheid
chromophoor in dat object. Hiervan afgeleid is de cytophoto-
metrie waarbij een indirecte meting van de celcomponenten
na kwantitatieve kleuring plaats vindt. Door gebruik te
maken wvan fluorochromen ontstond de cytofluorophotometrie.
Bij het onderzoek naar de celkinetiek bepaalt men als in-
tracellulaire component het gehalte aan DNA. De cytophoto-
metrie is onder te verdelen in de statische cytophotometrie
en de flowcytometrie.

STATISCHE CYTOPHOTOMETRIE.

Bij de statische cytophotometrie wordt de te onderzoeken
celpopulatie op een objectglas gebracht en wordt het DNA
van de celkernen kwantitatief gekleurd. De absorptiewaarden
van de Feulgen gekleurde cellen worden gemeten en vervol-
gens ingedeeld in DNA klassen. Door het aantal cellen dat
binnen een bepaald DNA gebied wordt gevonden uit te zetten
tegen de DNA waarden wordt een histogram verkregen. Aldus
kan het percentage cellen in elke fase van de celcyclus
worden bepaald. De relatieve duur van de fasen kan uit de
zogemaakte DNWA distributie worden bepaald. Door de duur van
een van de fasen onafhankelijk te meten, kunnen absolute
celcyclustijden worden berekend.

De absorptiewet van Lambert-Beer geldt echter niet voor niet
homogeen gekleurde objecten zoals Feulgen gekleurde celker-
nen. In dat geval worden geen absorptiewaarden maar trans-
missiewaarden gemeten, waardoor een distributiefout optreedt
{(van Vloten,1974). Aanvankelijk werd gemeten met een cyto-
photometer, gebaseerd op het twee-golflengten principe,
ontwikkeld door Ornstein (1952) en Patau (1952) en vervol-
maakt door Mendelsohn (1958), wan Duijn (1966) en Cohn &
van Duijn (1967), waarbij de distrubutiefout sterk wordt
verkleind. Tegenwoordig wordt deze fout zo veel mogelijk
ge&limineerd door het meetveld zo klein te kiezen, dat kan
worden aangenomen dat de kleurstof hierin homogeen is ver-
deeld (Goldstein,1970,1971; wan Vloten,1974). De verdere
nadelen zijn, naast de inhomogeniteit van het weld en de
verschillen in achtergrondabsorptie, de arbeidsintensivi-
teit en de geringe statistische betrouwbaarheid van de
methode. Bovendien veroorzaken beschadigde kernen te lage
DNA waarden {(Wiirthner et al.,1972). Om deze redenen is ge-
tracht het te onderzoeken weefsel te scheiden in aparte
cellen of intacte nuclei. Als regel gebeurt dit door toe-
diening van diverse enzymen gecombineerd met mechanische
homogenisatie (Rinaldi,1958; Giovanella & Heidelberger,
1969; Alavaikko,1971; Schumann et al.,1971). Elke enzyma-
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.B.2.

tische of chemische methode heeft echter in meerdere of
mindere mate decompositie van de te meten nucleinezuren
tot gevolyg (Filkuka et al.,1968; Franke et al.,1973; Haag
et al.,1975}.

be statische cytophotometrie is bij het onderzoek naar de
celkinetiek van de epidermis toegepast door coupes te sniij-
den van het huidbiopt {Grove et al.,1976) en door uitstrijk-
preparaten te maken van een epidermale celsuspensie (Haag

et al..,1975). Grove et al. (1976} vinden bij psoriasis

een sterke toename van het aantal cellen in de 5 fase ver-
geleken met de normale epidermis, terwijl dit percentage

bij klinisch normale huid van personen met psoriasis even-
eens hoger, zij het in geringe mate, ligt dan bij normale
epidermis. Haag et al. (1975} bestudeerden het DNA gehalte
in geisoleerde nuclei van humane epidermis cellen. Zij geven
echter geen gedetailleerde analyse van de gevonden histo-
grammen. Beide metingen hebben betrekking op een relatief ge-
ring aantal cellen.

FLOWCYTOMETRIE.

Daar de statische cytometrie is gelimiteerd door het rela-
tief geringe aantal cellen dat in een bepaalde tijdsduur
kan worden onderzocht is in de jaren zestig een nieuwe
methode ontwikkeld. Researchgroepen in de Internatiocnal
Business Machines-Watson (Kamentsky et al.,1965), de Los
Alamos Scientific Laboratory (Van Dilla et al.,1967,1969;
Mullaney et al.,1969), Stanford University {(Hulett et al.,
1969), Universitdt Minster (Dittrich & G&hde,1969) en de
Universitdt Freiburg (Sprenger et al.,1971) ontwikkelden de
flowcytometrie waarbij de te meten cellen in een continue
stroom het meetweld passeren. Ofschoon door bovengenocemde
auteurs een scala aan diverse instrumentele ontwerpen werd
gebruikt gaan ze alle uit van hetzelfde principe; de af-
zonderlijke cellen stromen achter elkaar door een bundel
excitatie licht. Wanneer de cellen deze lichtstraal passe-
ren, vinden fotometrische metingen van fluorescentie, ab-
sorptie of lichtverstrooiing of van wverschillende combina-
ties van deze parameteéers plaats.

Flowcytometrie is het meest toegepast bij de fluorescentie
meting van het cellulaire DMA-gehalte. Voor deze kwantita-
tieve meting van de hoeveelheid DNA moeten de celkernen
gekleurd worden met een fluorescerende kleurstof die zich
specifiek en kwantitatief aan DNA bindt. Momenteel ziijn er
meerdere van deze f£luorochromen beschikbaar.

Gebaseerd op de Feulgen procedure zijn de fluorochromen
Auramine 0 (Trujillo & Van Dilla,1972) en Acriflavine :
(Kasten,1959; Kraemer et al.,1972) alsmede de kleurstof Fla-
vophosphine N (Crissman et al.,1975). RNA levert geen bij-
drage aan de kleuring omdat het snel wordt verwijderd uit de
cellen tijdens de zure hydrolyse (Ely & Ross,1949).

Door Le Pecq & Paoletti (1967) is ethidium bromide geintro-
duceerd, een fluorochroom dat selectieve en kwantitatieve
chelatievorming aangaat met de "double stranded" gebieden
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van nucleinezuren. MNa behandeling van de cellen met RNA-ase
is ethidium bromide geschikt als kwantitatieve kleurstof wvoor
DHA (Dittrich & G8hde,1969). Analoog aan ethidium bromide

is propidium jodide (Hudson et al.,1969).

Het voor DNA zeer specifieke mithramycine is geIntroduceerd
door Crissman & Tobey (1974). Mithramycine geeft geen sig-
nificante interactie met RNA (Ward et al.,1965).

Flowcytometrie wordt toegepast bij het onderzoek naar de cel-
kinetiek van prolifererende systemen, de tumordiagnostiek,
de tumorresearch, de evaluatie van therapieé&n, chromosoem-
analyse, porphyrine dliagnostiek en op het terrein wvan de im-
munologie, enzymologie, histochemie en moleculaire biologie
(Impulscytophotometrie, 1975; Pulsecytophotometry, part 1,
1975; part 2,1976; part 3,1978; part 4,1979; part 5,1980;
part 6,1982). Bij het onderzoek naar de kinetische aspecten
van de normale en pathologisch veranderde humane epidermis
is de flowcytometrie voor het eerst door Bauver & De Grood
{1975) toegepast.

Het belangrijkste voordeel van de flowcytometrische methode
is het grote aantal cellen dat geteld wordt waardoor de
statistische beétroliwbaarheid sterk verbetert. De tijdwinst
en de objectiviteit ziijn verdere voordelen. De belangrijk-
ste nadelen van de methode zijn het verlies van directe ob-
servatie van de cellen en het verlies van celverband.

De laatste jaren heeft het onderzoek met behulp van de flow-
cytometer een grote vlucht genomen. De instrumentele ont-
wikkelingen waren uitgebreid en veelzijdig, hetgeen heeft
geleid tot een grote uitbreiding van de toepassingen wvan
deze techniek. De florissante groei van de flowcytometrie
wordt op fraaie wijze gelllustreerd door het grote aantal
internationale symposia gewijd aan deze techniek en ziijn
toepassingen.

SAMENVATTING EN DISCUSSIE.

De diverse methoden om celcyclustijden en turnovertijden
van het levend epitheel en de totale epidermis te bepalen
geven sterk uiteenlopende resultaten.

De door de diverse auteurs gevonden mitotische indices (2.
5.1.) lopen zo sterk uiteen, terwijl bovendien de geschat-
te duur van de mitosefase sterk subjectief is, dat hieruit
geen betrouwbare turnovertijden en celcyclustijden kunnen

worden berekend. Wel staat vast dat de M.I. bij psoriasis

sterk wverhoogd is vergeleken met de normale epidermis.

Berekening van de mitoseduur uit de toename van de M.I. na
stathmokinesis (2.5.2.) levert ook tegenstrijdige gegevens
op. Fisher & Wells (1968) vwinden een verlenglng van de Tm,
terwijl Duffill et al. (1976) een kortere Tm vinden bij
psoriasis vergeleken met normale epidermis. Ook onderzoe-
kingen met behulp van andere technieken door diverse auteurs
brengen hierin geen verbetering {tabel 2.9.1.}.
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Tabel 2.9.1.

Ruteur Methode N PS
Fisher & Wells,1968 M.I. + stathmo- 30 240
kinesis
puffill et al., 1976 M.I. + stathmo- - 37
kinesis
FLM. 60 38
Weinstein & Frost,
1968 FLM. 60 18
Goodwin et al., 1974 FLM. 60 30
Pullmann,1978 DL. 72 210

Tabel 2.9.1.: Overzicht wvan door diverse auteurs gevonden
tijden voor de duur van de mitosefase in
minuten bij normale (=N) en psoriasis epider-
mis (=PS). M.I.= mitotische index; FLM.=
fraction labelled mitosis curve; DL.= dubbele
labelling methode.

Meer overeenstemming bestaat er over de turnovertijd van
het stratum corneum (tabel 2.9.2.). Berekening van de cel-
cyclustijd van de proliferatieve celpopulatie uit de tran-
sittijd van het stratum corneum geeft waarden die niet
tegenstrijdig zijn met de celcyclustijden berekend met au-
toradiografische methoden. Bij psoriasis is deze tijd sterk
wverkort.

Tabel 2.9.2.

Auteur Methode N PS

Rothberg et al.,1961 CéQ—glycine 13-14 3-4
Frost et al.,1966 H -glycine 12-14 -

Baker & Kligman,1967 T.C.S.A. 12-15 -

Jansen et al.,1974 Dansylchloride 11-18 -

Weinstein & Van Scott, H3—thymidine - 4

1965

Tabel 2.9.2.: Overzicht van door diverse auteurs gevonden
turnovertijden van het stratum corneum in
dagen voor normale {=N) en psoriasis (=PS)
epidermis.

Met behulp van radioactieve aminozuren is de turnovertiijd
van de totale epidermis bepaald op 28 dagen (Rothberg et
al.,1961). Het is echter omstreden of het door deze auteurs
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gebruikte aminozuur in de basale laag wvan de epidermis
wordt ingebouwd.

De resultaten, verkregen met de histogeometrische benade-
ringswijze wan Van Scott & Ekel {1963) stemmen slechts in
die zin overeen met de met andere methoden verkregen resul-
taten, dat bij psoriasis de turnovertijd is versneld.

Het wvervolgen van met radioactief thymidine gemerkte cellen
op hun weg door de diverse strata van de levende epidermis

geeft transittijden voor normale epidermis van 13-18 dagen

{2.6.3.). Met deze methode is het niet mogelijk celcyclus-

tijden te berekenen. :

De meest informatieve van de autoradiografische methoden
is de FLM. methode en de dubbele labelling methode. In on-
derstaande tabellen 2.9.3. {normale epidermis) en 2.9.4.
[psoriasis) worden de diverse parameters samengevat.

Tabel 2.9.3.

Auteur Methode L.I. Ts Tc
Christophers & Schaum- DL. 3,3 5,6 142-166
18ffel, 1967

Heenen et al.,1973 DL. 5,8 10,3 184
Steigleder et al.,1973 DL. 2,0 6,6 312
Weinstein et al.,1973 FLM. 3,5 16,0 457
Pullmann et al.,1974 DL. 2,4 6,6 282
Allegra & De Panfilis,

1974 DL. 3,7 7,5 206
Chopra & Flaxman,1974 FLM. 10,5 11,5 59
Pullmann,1978 DL. 2,8 7,2 296

Tabel 2.9.3.: Overzicht van door diverse auteurs met be-
hulp van autoradiografische methoden gevon-
den waarden voor labelling index (L.I.) in
procenten, duur van de synthesefase (Ts) en
de totale celcyclustijd (Tc) in uren voor
normale epidermis. DL.= dubbele labelling me+
thode; FLM.= fraction labelled mitosis curve.
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Tabel 2.9.4.

Auteur Methode L.T. Ts Tc
Weinstein et al,,1968 FLM. 22,7 8,5 37,5
Steigleder et al.,1973 DL. 8,8 14,0 173
Chopra & Flaxman,1974 FLM. 12,0 6,5 53,5
Goodwin et al.,1974 FLM. 11,0 10,0 91
Duffill et al., 1976 FLM. 10,3 7,7 56
Pullmann,1978 DL. 10,6 13,6 146

Tabel 2.9.4.: Overzicht van diverse celkinetische parame-
ters voor een pscoriasis epidermis bepaald
met autoradiografische methoden. L.I.=label-
ling index in procenten; FLM.= fraction
labelled mitosis curwve; DL.= dubbele label-
ling methode; Ts= duur van de S fase in uren;
Tc= totale celcyclustiijd in uren.

Alle auteurs zijn het erover eens dat de labelling index
bij psoriasis is verhoogd, zij het met grote graduele ver-
schillen, vergeleken met normale epidermis. De Ts is vol-
gens Weinstein en Chopra & Flaxman bij psoriasis verkort,
volgens Goodwin niet veranderd en volgens Steigleder en
Pullmann verlengd t.0.v. normale epidermis. Ook de onder-—
zoekingen van Born & Kalkoff (1969) met behulp van het tel-
len wvan korrels boven de gemerkte cellen (2.6.7.) wijzen

in de richting van een verlengde Ts.

Over een verkorting van de totale celcyclustijd bij psoria-
sis, zij het ook weer in wisselende mate, zijn alle auteurs
het eens.

De groeifractie in vivo van een normale humane epidermis is
niet bekend. Bij psoriasis worden in de literatuur uiteen-
lopende waarden voor de groeifractie opgegeven.

De continue labelling methode, het meten van de intensi-
teit van de labelling alsmede de scintillatie telling me-
thode zijn ons inziens bij het onderzoek naar de diverse
celkinetische parameters wvan de humane epidermis niet zin-
vol.

De statische cytometrische methode is op het gebied van het
onderzoek naar de celkinetiek van normale en pathologisch
veranderde humane epidermis sporadisch toegepast. De in de
literatuur vermelde gegevens hebben slechts een voorlopiqg
karakter (Haag et al.,1975; Grove et al.,1976).
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De flowcytometrie biedt met het ooy op de veel grotere
statische betrouwbaarheid, de objectiviteit, de gunstige
arbeidsintensiviteit en de snelheid waarmee de gegevens
worden verkregen grote perspectieven. Bovendien is de flow-
cytometrie ons inziens de enige mogelijkheid om therapie-
effecten op celkinetisch niveau op de voet te volgen.
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1.

HOOFDSTUK 3

FLOWCYTOMETRIE: DE METHODE VAN ONDERZOEK.

INLEIDING.

In hoofdstuk 2 hebben we een overzicht wvan diverse metho-
den ter bestudering van de celkinetiek gegeven. Toepassing
van deze methoden bij de bestudering wan de kinetiek wvan
normale en psoriasis epidermis brengt aanzienlijke verschil-
len en tegenstrijdigheden aan het licht.

Flowcytometrie, die sedert kort ook in de dermatologie wordt
toegepast, kan op grond van een aantal in hoofdstuk 2 ge-
noemde argumenten de mogelijkheid bieden ons inzicht in de
epidermale celgroei te verdiepen.

Dit hoofdstuk geeft een overzicht van de door ons gebruikte
apparatuur en preparatiemethode en behandelt een aantal
moeilijkheden bij de analyse en de interpretatie van de
verkregen gegevens.

FLOWCYTOMETER.

De in dit proefschrift gebruikte flowcytometer i1s de I.C.P.
11 [Phywe, G8ttingen, B.R.D.). Onderstaande figuren 3.2.1.
en 3.2.2. geven een vereenvoudigde schematische voorstel-
ling wvan de flowcytometer en de randapparatuur. Alle stap-
pen van het meetproces zijn geautomatiseerd.

De cellen waarvan het DNA kwantitatief aan het fluorochroom
propidium jodide is gebonden, worden opgezogen via een ca-
pillair naar het dieptescherpteveld van een microscoop-cyto-
meter. De belichting van dit wveld geschiedt door een hoge-
druk kwiklamp (HBO 100 W/Osram). Van het emmissiespectrum
van deze lamp wordt door een aantal filters een zodanig spec-
trum gekozen dat het fluorochroom wordt ge@xciteerd. Elke
fluorochroom bevattende cel zendt, wanneer ze de meetopening
passeert, emissielicht uit. Dit fluorescentiesignaal wordt
door een photomultiplier omgezet in een electrisch signaal.
De intensiteit van het emissielicht en derhalve ook de groot-
te van het electrisch signaal is evenredig met de hoeveel-
heid fluorochroom, derhalve met de hoeveelheid DNA. De elec-
trische signalen worden versterkt, naar grootte gesorteerd
in 128 klassen en opgeslagen in het geheugen van een veel~-
kanaals pulse-hoogte analysator.

Het aantal cellen in elk kanaalnummer wordt uitgelezen en
overgebracht naar een rekenmachine (Hewlett-Packard 9810 A
calculator plotter control block) door middel wvan een inter-
face (eigenbouw, afdeling electronica, Med.Fac.,K.U.N.].

De gegewvens kunnen worden gepresenteerd in de vorm van een
histogram met behulp van een plotter (Helwett-Packard 9862
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Figuur 3.2.1.
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Figuur 3.2.1.: Schematische voorstelling van het optische
en electronische gedeelte van de I.C.P. 11
flowcytometer [naar Hillen,1975).
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A calculator plotter). De analyse van de gegevens vindt
plaats door middel van een rekenprogramma {zie 3.5.2.). Via
een tape puncher {(Hewlett-Packard 9884 A tape punch)} bestaat
de mogelijkheid tot wverdere datamanipulatie door middel wvan
een PDP 11/45 en I.B.M. 370 computer.

De optiek van de flowcytometer wordt voor elke meting of
serie metingen geijkt. Dit gebeurt door de optiek optimaal
in te stellen met behulp van een standaard celsuspensie wvan
kippe-erythrocyten in propidium jodide.

Figuur 3.2.2.
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Figuur 3.2.2.: Schematische voorstelling van de flowcytome-
ter en de randapparatuur.

1. I.C.P. 11 flowcytometer

2. interface

3. Hewlett-Packerd 9810 A calculator plot-
ter control block

4. Hewlett-Packerd 9884 A tape punch

5. PDP 11/45 computer

6. IBM 370 computer

7. magnetische schijven

8. Hewlett-Packerd 9862 A calculator plot-
ter
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3.3.

APNAME TECHNIEK.

De gebruikte techniek is de door Bauer & De Grood (1976)
ontwikkelde methode, waarbij een dunne metaalstrip op de
huid wordt gedrukt. De te onderzoeken huid, die opbolt door
een gat van 5 mm diameter in het metaal, wordt met een
scheermes verwijderd. De biopsie heeft gemiddeld een dia-
meter van 2-3 mm en een dikte van z 0,3 mm. Bij histolo-
gische controle blijken deze biopsieé&n ruim de gehele epi-
dermis te bevatten., De veroorzaakte excoriaties worden aan-
gestipt met ferrichloride.

.BEWERKING VAN HET MONSTER.

Incubatie van het afgenomen stukje huid wvindt plaats ge-
durende twintig minuten bij 37° C in een 0,15 M fosfaat~-
buffer (0,15 M Na3HPO,, 0,15 M NaH,POy, pH=7,8), die tevens
1% trypsine (Difco 1:250) en 0,3% éithioerythritol (Sigma
D-8255) bevat. Dithiocerythritol reduceert de disulfide brug-
gen tot sulfhydryl groepen en draagt zo bij tot vernieti-
ging of homogenisatie van de desmosomen van de keratino-
cyten en de basaalmembraan (Kobayasi et al.,1977). Het pro-
teolytische enzym trypsine breekt de desmosomen verder af,
terwijl celmembranen, organellen en nuclei intact blijven
{Hentzer et al.,1976). De "intacte” monsters worden na in-
cubatie gebracht in enkele druppels propidium jodide (1 mgr/
100 ml) opgelost in bovengenoemde fosfaatbuffer. Door en-
kele seconden ultrasoon te trillen (70 W, Sonifier B12,
Branson sonic power company, Danbury, Connecticut), wordt

de epidermis van de dermis gescheiden en worden de epider-
miscellen in suspensle gebracht. Het uiteindelijke wolume
propidium jodide wordt op een zodanig volume gebracht dat

de frequentie van de te tellen cellen + 300 cellen per se-
conde bedraagt. De celmembraan wordt permeabel gemaakt woor
het fluorochroom door twee druppels dimethylsulfoxide {(Merck
2951) toe te voegen. Na filtratie door een nylon gaas

{£ 70 mu) wordt een overmaat ribonuclease (4 druppels van
een oplossing van 10 mgr/ml aqg.dest., Ribonuclease-A, Sigma
R 4875, 76 Kunitz units/mgr) toegevoegd om eventuele a-
specifieke kleuring van RNA te elimineren.

De gehele bovenbeschreven procedure beslaat ¢+ 30 minuten.
Het celverlies is minimaal omdat geen centrifugatiestappen
nodig zijn (Bauer & De Grood,1976). Om distributiefouten
door onvolledige kleuring te wvoorkomen wordt een tijdsinter-
val van minimaal 1 uur aangehouden tussen toevoeging van de
propidium jodide en het moment van meting. De suspensie isg
tenminste 24 uur houdbaar bij 4° C zonder dat dit invlced
heeft op de kwaliteit wan het histogram of op de kwantiteit
van de analyse.

Met trypsine, gecombineerd met dithiocerythritol, worden goe-
de celsuspensies, zowel van normale als wvan abnormale epis
dermis verkregen, waaruit zonder problemen 2 x 105 cellen
kunnen worden geteld.

Incubatie met pepsine is overwogen; ook hiermee wordt een
goede dissociatie van de epidermiscellen verkregen. Op grond



Figuur 3.5.1.1.
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Figuur 3.5.1.1.: Figuur a geeft de verdelingen van de 2c,
2c~4c en 4c¢ cellen weer. Figuur b geeft de
samengestelde verdeling weer. Het G5M maxi-
mum is naar links wverschoven. Het percenta-
ge 2c cellen wordt verkregen uit integratie
van het gearceerde gebied. Het percentage
GyM uit integratie van het gestreepte ge-
bied. De rechthoek tussen het 2c-maximum
en het dubbele van het Zc~maximum en de
hoogte van het plateau tussen de 2¢ en 4c
piek vormt het percentage S cellen.
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Figuur 3.5.1.2.
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Figuur 3.5.1.2.: Representatief DNA histogram van normale
humane epidermis. Totale aantal gemeten
cellen: 128.956.

van de histogrammen is woor deze methode niet gekozen omdat
klontjesvorming optreedt. Ook worden de cellen in de mitose-
fase door het pepsine beschadigd (Beck,1977). Hierdoor wordt
de grootte van de 4c fractie beinvloed.

Blij de infiltratie blijft het stratum corneum als een dun
vlies en de dermis als een weefselflard in het filter achter.
Histologische controle van de dermis toont aan dat er geen
epidermiscellen meer aan vast zitten. Ook aan het stratum
corneum hechten geen epidermiscellen meer.
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1.5. 1.

3.5.2.

ANALYSE VAN DE GEGEVENS.

HISTOGRAM.

Het histogram wordt verkregen door het aantal cellen uit te
zetten als functie van de 128 DNA klassen.

Het DNA gehalte wan normale humane diploide cellen is con-
stant (Vendrely,1971; Kraemer et al.,1972). In theorie ko-
men derhalve alle cellen in een homogene populatie met 2c
DNA in é&&n kanaalnummer. Op grond van een aantal fouten
(preparatieve, kleuring, optische en electronische fouten)
treedt er een meer of minder brede verdeling rond het ge-
middelde op, uitgedrukt in de variatieco&fficient (c.v.).
Deze co&fficient ligt in onze experimenten rond de 5-7%. De
variatieco&fficient is bij de flowcytometrische methode
veel kleiner dan die bij de statische cytometrie (Kraemer
et al.,1972; G&hde,1973).

Door het voltage van de photomultiplier te veranderen kan
de 2c piek in een willekeurig kanaalnummer worden geplaatst.
Cellen met de dubbele hoeveelheid DNA komen in het dubbele
kanaalnummer. Cellen met DNA hoeveelheden tussen 2¢ en 4c
komen in het tussenliggende gebied. Omdat de verdeling van
de 2c cellen het begin van de verdeling van de S fase cel-
len en de verdeling van de cellen in de 4c piek het einde
van de verdeling van de S fase cellen overlapt, schuiven

de 2c en 4c plek naar elkaar toe, afhankelijk van de groot-.:
te van de diverse fracties. {(figuur 3.5.1.1.).

Figuur 3.5.1.2. geeft een representatief voorbeeld van een
histogram.

MATHEMATISCHE ANALYSE.

Het percentage cellen in de verschillende fasen van de cel-
cyclus kan worden berekend met behulp wan diverse mathe-
matische methoden (Dean & Jett,1974; Baisch & Linden,1975;
Baisch et al.,1975). De hier gebruikte analyse is een modi-
ficatie van de oorspronkelijk door G&hde (1973) voorgestel-
de planimetrische methode. Deze methode is gebaseerd op de
veronderstelling dat de verdelingen verdelingen volgens
Gauss zijn en dat de snelheid van synthese door de S fase
lineair is. In dat geval wordt de vorm van de curve wvan de
cellen in de S fase benaderd door een rechthoek tussen het
2c-maximum en het dubbele wan het 2c¢c-maximum. De hoogte wan
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3.5.3.

de rechthoek wordt gevormd door het plateau tussen 2c en
4¢ in het histogram. Uit figuur 3.5.1.1. blijkt dat deze
hoogte de hoogte van het S fase plateau benadert. Het per-
centage 2¢ cellen wordt verkregen docor het gestippelde op-
pervlak van het histogram te integreren. Het percentage 4c
cellen wordt verkregen door integratie van het gestreepte
gebied.

Het verschil met het G8hde-model is dat in zijn model de
rechthoek wordt getrokken door de 2¢ en 4c maxima. Het grote
voordeel van de planimetrische methode is de eenvoud. De
verkregen resultaten met het GShde-model stemmen, mits aan
een aantal voorwaarden wordt voldaan, overeen met de percen-
tages verkregen met complexe computerprogramma's (Baisch et
al.,1975).

Een van deze voorwaarden is een niet te grote variatiecoé&f-
ficient. De onderstaande tabel 3.5.2.1. geeft de gemeten
percentages weer bij de diverse variatieco&fficienten. Bij
een co&fficient van 10% wijken de percentages niet meer dan
+ 5% af. De plotter control block is bij onze experimenten
zo geprogrammeerd dat bij een c.v. van meer dan 10% de di-
verse fracties niet meer worden berekend.

De invloed wvan het percentage van de S fase cellen op de di-
verse metingen is ook uit tabel 3.5.2.1. af te leiden. Hier-
bij blijken de percentages S8 in de orde van grootte waarin
het percentage 5 in de epidermis varieert, geen wezenliijike
afwijking van het theoretische percentage te geven. De met
ons gemodificeerd model verkregen resultaten stemmen beter
overeen met de theoretische waarden dan die met het door
G&hde voorgestelde model. Onze apparatuur geeft de percen—
tages in 1 ciljfer achter de komma aan.

COINCIDENTIE.

Het probleem van de coincidentie is voor het eerst beschre-
ven door G8hde et al. (1976). Alle te meten cellen bevinden
zich in een waterige oplossing en passeren het meetveld met
een in meerdere of mindere mate constante snelheid. Indien
de ruimte tussen de partikels groot genceg is worden zij
gereglistreerd als aparte signalen. Wanneer twee partikels
zo snel na elkaar komen dat de signalen elkaar overlappen
kan de photomultiplier deze niet meer scheiden in twee
aparte signalen, maar wordt &&n groter signaal geregistreerd.
Dit signaal zal een waarde tussen 2c en 4c¢ hebben. Door
colncidentie worden derhalve ten onrechte signalen in het
"S" gebied geplaatst. In het extreme geval dat de twee sig-
nalen geheel samenvallen wordt het geregistreerde signaal
in de 4c¢ piek geplaatst.

De mate van coincidentie is afhankelijk van de pulse rate
en de breedte wvan het signaal. Directe meting van deze twee
parameters zou het mogelijk maken een correctiefactor in
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Tabg8l 3.5.2.1.

THECORETISCHE WAARDE GEVONDEN WAARDE

"BOEZEMAN-DE JONGH"

-C.V. G1 ] GZM G% S GZM
= 0.05 95 4 1 95.011 4.010 0.979
= 0.075 95 4 1 95.023 4.023 0.954
= 0.10 95 4 1 95.024 4.084 0.892
= 0,05 85 10 5 85.026 10.025 4.949
= 0.075 85 10 5 85.054 10.066 4.880
= 0.10 85 10 5 85.027 10.300 4.673
= 0.05 80 15 5 80.039 15.037 4.924
= 0.075 80 15 5 80.083 15.094 4.823
= 0.10 80 15 5 80.092 15.320 4.588
= 0.05 75 20 5 75.051 20.050 4.899
= 0.10 75 20 5 75.148 20.357 4.494
= 0.05 80 10 10 80.026 10.025 9.949
= 0.10 80 10 10 79.990 10.410 9.59%
= 0.05 70 20 10 70.051 20.050 9.899
= 0.10 70 20 10 70.106 20.480 9.414
= 0.05 70 10 20 70.034 10.000 19.968
= 0.10 70 10 20 69.921 10.620 19.459
= 0.05 60 20 20 60.051 20.050 19.899
= 0.10 60 20 20 60.036 20.690 19.273

Tabel 3.5.2.1.: Overzicht van de met het door Boezeman &
De Jong gemodificeerde planimetrische mo-
del gevonden percentages voor de diverse
fracties bij de diverse variatiecoéfficien-
ten {c.v.) en de diverse theoretische waar-
den voor de fracties van de celcyclus.
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te voeren. Omdat de I.C.P. 17 apparatuur geen mogelijkheid
biedt de signaalbreedte te meten moet voor de colncidentie
worden gecorrigeerd met behulp van calibratie curven. Voor
het maken van deze calibratiecurven is het effect van de
pulse rate op het percentage kippe-erythrocyten, dat wordt
geregistreerd met een DNA waarde tussen 2c en 4c, nagegaan.
Kippe-erythrocyten behoren in het perifere bloed niet meer
te delen en moeten derhalve alle eenzelfde 2c hoeveelheid
DNA hebben. Desalniettemin stijgt het aantal signalen, dat
geregistreerd wordt met een DMA hoeveelheid tussen 2c¢ en 4c,
lineair van 0,3% bij 100 cellen per seconde tot 3% bij een
pulse rate van 1000 cellen per seconde. Op analoge wijze is
ook het effect van de pulse rate op het "percentage 35" na-
gegaan voor humane epidermiscellen en perifere leukocyten.

In figuur 3.5.3.1. worden de verschillende curves weerge-
geven. Het snijpunt met de ¥ as is het werkelijke percen-
tage cellen met 2c-4c DNA waarden. De helling van de ver-
kregen curve wvarieert een weinig van ijking tot ijking, af-
hankelijk wan verschillen in het flowsysteem hetgeen resul-
teert in veranderingen in signaalbreedte.

Figuur 3.5.3.1.
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Figuur 3.5.3.1.: Het effect van de pulse rate (cellen per
seconde) op het percentage geregistreerde
signalen met een DNA hoeveelheid tussen

2¢c en 4¢ (%"8")}. X.....x = kippe-erythro-
cyten; O0———0 = perifere leucocyten;
—————— = humane epidermiscellen.
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6.1.

Calibratie curven voor humane epidermismonsters kunnen niet
routinematig worden gemaakt omdat hiervoor aanzienliijke hoe-
veelheden materiaal nodig zijn. Derhalve geven we de voor=-
keur aan een correctiefactor die is afgeleid van de calibra-
tie curve wvan kippe-erythrocyten of perifere leukocyten. De
in dit proefschrift gebruikte correctiefactor bedraagt 0¢,3%
voor de S fractie en 0,12% voor de GoM fractie per pulse
rate van 100 cellen per seconde. De gecorrigeerde percenta-
ges worden derhalve aldus berekend:

gecorrigeerd ¢ S = gemeten % S minus 0,3% x pulse_rate

gecorrigeerd % GZM = gemeten % GZM minus 0,12% x E-===-=2=<

De relatieve fout in de gemeten waarden voor de S fractie
voor normale epidermis kan zeer aanzienliijk zijn (tot %
100%). Derhalve kunnen de waarden voor celcyclustijd en
turnovertijd, die gebaseerd zijn op de ongecorrigeerde waar-
den wvoor het percentage S, aanmerkelijk te laag worden ge-
schat. Voor psoriasiscellen met hun veel hoger percentage

5 en G,M is de relatieve fout veel kleiner.

MOEILIJKHEDEN BIJ DE INTERPRETATIE.

KLONTJES.

Met de flowcytometer kan geen onderscheid worden gemaakt
tussen 6&n-cel met #c DNA em een’klontje van twee cellen,
elk met 2c DNA. Analoog is er geen verschil tussen octo-
ploide cellen en een klontje van wvier diploide cellen. Om
het percentage 4c cellen niet te hoog te schatten is het
noodzakelijk bij het prepareren van het monster zoveel mo-
gelijk losse cellen te verkrijgen.

In de histogrammen van suspensies van kippe-erythrocyten,
bereid volgens de normale procedure, die voor elke serie
metingen zijn gemaakt ter optimale instelling van de appa-
ratuur, zijn pleken bij 4c, 6c¢ en 8¢ waarneembaar.In het
perifere bloed delen de erythrocyten niet meer. De pieken
bij 4c, 6¢c en 8c reprensenteren derhalve klontjes van twee,
resp. drie, resp. vier cellen. Na ultrasone trilling (80 W,
10 sec.) is de klontjesvorming steeds sterk afgenomen.

Onder bepaalde preparatieve omstandigheden komen ook in sus-
pensies van epidermiscellen klontjes voor. Dit betekent dat
de 4c piek bestaat uit cellen met 4c DNA (echte GpM cellen)
en klontjes van twee diploide cellen. Wanneer echter klont-
jes wan twee voorkomen, zullen ock in een bepaalde verhou-
ding klontjes van drie en vier cellen voorkomen. De bijdrage
door klontjes aan de 4c piek kan worden bepaald uit de ver-
houding van de 4c¢, 6c en 8c pieken voor en na ultrasoon tril-
len {Bauer, persoonlijke mededeling)}. Met deze correctie-
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factor kan het percentage cellen in de G,;M fractie zonodig
worden gecorrigeerd. In het algemeen is het wvoorkomen van
klontjes in de histogrammen te verwaarlozen wanneer de epi-
dermiscelsuspensies op bovenbeschreven wijze zijn bereid.

3.6.2. CELBESCHADIGING, ONVOLLEDIGE KLEURING EN ASYMMETRIE.

Wanneer de cellen en nuclei kapot gaan zullen er brokstukken
ontstaan met een DNA waarde kleiner dan 2c. Dit uit zich in
een voorpiek of in een asymmetrische linker schouder wvan de
2c¢ piek. Ook klontjes fluorochroom of verontreinigde parti-
kels komen hier terecht. Met onze standaard preparatieve me-
thode hebben we bij normale epidermiscellen nauwelijks last
van afbraak. Bij epidermiscellen uit een psoriasislaesie is
dit in het algemeen in geringe mate het geval. Bij de ana-
lyse wordt de voorpiek geheel geélimineerd. Een asymmetri-
sche schouder is echter een foutenbron, omdat de analyse is
gebaseerd op de veronderstelling dat de verdelingen verde-
lingen volgens Gauss zijn. Extreme afbraak in de vorm van
een asymmetrische linker flank betekent dat het histogram
met de door ons gebruikte rekenmethode niet kan worden ge-
analyseerd. Bij deze histogrammen zijn dan ook de diverse
fracties niet berekend.

Onvolledige kleuring uit zich bij onze standaard methode in
een asymmetrische rechter schouder wvan de 2¢ piek. Dit pro-
bleem wordt vrijwel geheel uitgeschakeld door een tijdsin-
terval van 1 uur tussen toevoeging van het fluorochroom en
het moment van meting aan te houden.

Asymmetrie van de rechter schouder wvan de 2c piek kan ook
worden veroorzaakt door een niet-lineaire progressie van de
cellen door de S fase of door synchronisatie van een gedeel-
te van de proliferatieve cellen. Ook in dit geval kunnen de
percentages van de diverse fracties niet op standaard manier
worden berekend.

3.6.3. CORRELATIE MET CELCYCLUS- EN TURNOVERTIJD.

Met de hier gebruikte procedure worden alle levende epider-
miscellen in oplossing gebracht. De celsuspensie bestaat
derhalve uit de proliferatieve celpopulatie en de gediffe-
rentieerde cellen. De gedifferentieerde cellen hebben een

Zc DNA waarde, evenals de G, cellen, en worden door de flow-
cytometer derhalve niet gescheiden op grond wvan hun DNA ge-
halte. De percentages S en G,¥ hebben dus betrekking op de
gehele celpopulatie. Wil men de gemeten percentages S en

GoM relateren aan de proliferatieve cellen, dan moet men het
aandeel van de proliferatieve cellen in de totale populatie
kennen. In de literatuur wordt voor de normale huid vermeld
dat dit aandeel * 30% bedraagt (Halprin,1972). Voor psoriasis
is deze waarde niet met zekerheid bekend. Uit de histologie
van psoriasis kan men afleiden dat het aandeel van de proli-
feratieve cellen in een vol ontwikkelde laesie beduidend
groter moet zijn. Weinstein & Housman (1972) wveronderstellen
dat in een psoriasislaesie het aantal prolifererende cellen
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even groot is als het aantal gedifferentieerde cellen.

Bij de flowcytometrie wordt de hoeveelheid DNA van de cellen
en niet, zoals bij autoradiografie, de DNA synthese gemeten.
Naar alle waarschijnlijkheid echter zal een cel met een DNA
hoeveelheid tussen 2c en 4c¢ een cel zijn die DNA syntheti-
gseert.

Uitgaande van deze feiten geldt, wanneer men kijkt naar het
aantal cellen met DNA waarden tussen 2c¢c en 4c (%5}, dat:

8 S = ===~ x 100 (1)

Gerelateerd aan de cellen in de celcyclus,

Ng
% 8' = -£5--- x 100 (2)
cycl
Uit {1) en (2) wolgt:
N
% 8' = —EEQE- X %8 (3)
cycl

In deze formule staat Ngyej / Nyot voor de groeifractie.
Deze groeifractie is hie¥ gedefinigerd als dat deel van het
totale aantal kernhoudende cellen, dat de celcyclus daad-
werkelijk doorloopt en niet als het deel wvan de basale cel-
len dat prolifereert.

De relatie tussen de turnovertijd van de levende epidermis
[de tijd die nodig is voor het produceren wan een aantal
cellen gelijk aan de grootte van het compartiment) en de
celecyclustijd is:

Ttaxn ep = -ﬁf-~_ x T (4)

of T, = groeifractie x Ty .. op
T N

echter, _@E_ = _ﬁEYQl (5}
s s
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gubstitutie van (5) en {1} in- (4) geeft:

~s2- % 100 (6)

In plaats van uit te gaan van de eenvoudige formule
T N

=8 = —ﬁ§~“_ van Weinstein & Frost (1968) kunnen ock de
c cycl
meer ingewikkelde formules van Duffill et al. (1976) worden

gebruikt. De gedachtengang verandert hierdoor echter niet
wezenlijk.

Wanneer de Ts bekend is kan de turnovertijd van de levende
epidermis berekend worden uit het % S van het DNA histogram.
Deze afleidingen gelden echter alleen als er sprake is van
een "steady state” conditie en als de cellen at random ziijn
verdeeld over de celcyclus. Het is duidelijk dat deze ver-
gelijkingen met terughoudendheid moeten worden geinterpre-
teerd.

De in bowvenbeschreven afleidingen gebruikte symbolen worden
als volgt gedefinieerd;

Ntot = aantal cellen in de levende epidermis;

Ns = aantal cellen met een DNA hoeveelheid tussen 2c
‘ en 4c DNA;

N , = aantal cellen dat de celcyclus daadwerkeliijk door-
cycl loopt;

% S = cellen met DNA waarden tussen 2c¢ en 4c, ultgedrukt

als percentage van het totale aantal cellen, zoals
met de flowcytometer wordt gemeten;

2 5 = cellen met DNA waarden tussen 2c¢ en 4c, uitgedrukt
als percentage van de werkelijk prolifererende
populatie;

Ts = duur van de S fase;

TC = celcyclustijd;

turn ep: turnovertijd van de levende epidermis;
G.F. = groeifractie.
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4.1.

§.

2.

HOOFDSTUK 4

DNA DISTRIBUTIE IN NORMALE HUMANE EPIDERMIS.

INLEIDING.

WVoor de invoering van de flowcytometrie werd het onderzoek
naar de spreiding van de diverse celkinetische parameters
en de daaruit berekende celcyclustijden wvan de normale epi-
dermis bemoeilijkt door de arbeidsintensiviteit van de te
verrichten onderzoekingen. Ook de statistische betrouwbaar-
heid liet, gezien het wvaak kleine aantal onderzochte cellen
en patienten, te wensen over. Vergelijking van de in de 1li-
teratuur vermelde gegevens brengt dan ook aanzienlijke tegen-
stellingen aan het licht. Flowcytometrie van een met propi-
dium jodide gekleurde epidermiscelsuspensie maakt het mo-
gelijk informatie over de werdeling van het DNA gehalte wvan
grote aantallen individuele cellen te verkrijgen binnen kor-
te tijd. e
Bovendien geeft het meten van een groot aantal (10°) cellen
een statistische betrouwbaarheid die met geen van de andere
beschikbare methoden is te bereiken. Omdat het afnemen wvan
de huidmonsters gemakkelijk en onschuldig is, kunnen vele
biopsie&n worden verkregen.

De percentages cellen in de diverse fasen van de celcyclus
kunnen uit de histogrammen worden berekend, omdat cellen in
de Gq, S en G,M-fase worden gekenmerkt door een karakteris-—
tieke hoeveelheid DNA.

Het doel wan dit hoofdstuk is statistisch meer betrouwbare
informatie over de DNA verdelingen wan de cellen van de nor-
male humane epidermis te verkiijgen.

De invloed van het geslacht en de leeftiid op deze parame-
ters wordt onderzocht. Eventuele verschillen in DMA distri-
butie tussen zomer en winter zijn bekeken. De verschillen
tussen diverse plaatsen op het lichaam zijn onderzocht ten-
einde na te gaan of bij de beocordeling van een histogram wvan
cellen afkomstig uit een psoriasislaesie rekening moet wor-
den gehouden met de plaats van afname. Uit de met de flow-
cytometer verkregen gegevens is de turnovertijd van het ge-
hele levende epitheel en de celcyclustijd van de basale cel-
len berekend. De gevonden resultaten zijn met de in de lite-
ratuur opgegeven waarden vergeleken.

MATERIAAL EN METHODE.

De huidbiopsiedn zijn genomen van normaal uitziende huid van
vrijwilligers zonder huidziekten. Bij allen was de familie-
anamnese negatief voor psoriasis. De monsters zijn genomen
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4.3.1.

van de rug, armen, benen en khie&€n. Afname en bewerking van
de monsters geschiedde als beschreven in 3.3. en 3.4.. Het
tijdstip van afname was tussen 9.00-10.00 uur a.m. teneinde
beinvloeding door een mogelijke "diurnal wvariation"™ uit te
sluiten. De fluorescentie van het aan propidium jodide ge-
bonden DNA is gemeten met behulp van de Impuls Cytophotome-
ter (I.C.P. 11, Phywe, GOttingen, BRD) {(cf. 3.2.)}. Analyse
van de histogrammen vond plaats met behulp van een program-
ma ontwikkeld door De Jongh & Boezeman {cf. 3.5.) dat een
modificatie is van het door Baisch & Linden (1975) beschreven
planimetrische model. Waar aangegeven zijn de waarden gecor-
rigeerd voor de coincidentie (cf. 3.5.3.}. De statistische
analyse geschiedde met Statistical Package for the Social
Sciences (5.P.85.S.) subprogramma's (Nie,1975; U.R.C.,1979).

RESULTATEN.

NORMARAL WAARDEN.

De gemiddelde percentages diploide, tetraploide en inter-
ploide cellen, alsmede de ratio S/GM, voor normale humane
epidermis zijn weergegeven in tabel 4.1.

Tabel 4.1.
Normale epidermis n = 137.
2c S GZM S/GZM
A 9%,2 + 1,0 2,6 £+ 0,8 1,2 £ 0,5 2,5 £ 1,1
B 97,4 1,8 0,9 -

»

Tabel 4.1.: Analyse van de DNA verdelingen in de normale
humane epidermis bij 137 huidmonsters. A: ge-
baseerd op de planimetrische methode. B: gecor-
rigeerd woor de coincidentie (gemiddelde pulse
rate 250 cellen per seconde).

INVLOED VAN HET GESLACHT.

Tussen mannen en vrouwen bestaan geen significante verschil-
len in DNA distributie in normale epidermiscellen (tabel 4.
2.).
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4.3.3.

Tabel 4.2.

n 2¢ s G, M S/GyM
Man 99 96,3 2,6 1,2 2,5
Vrouw 38 96,1 2,6 1,3 2,4
Signific. p= 47% 99% 16% 40%

Tabel 4.2.: Invloed van het geslacht van de persocon op de
DNA wverdelingen in de normale humane epidermis.

INVLOED VAN DE LEEFTIJD.

Teneinde de invloed van het jaargetiijde (zie 4.3.4.) uit te
sluiten zijn alleen metingen die in juni-juli zijn verricht
geselecteerd voor de analyse. Er is tevens zorg voor ge-
dragen dat in de leeftijdsgroepen een uniforme verdeling
wat betreft de plaats van afname bestaat.

Figuur 4.1. toont de met behulp van de PDP 11/45 computer
verkregen scatter diagrammen met daarin getrokken de re-
gressielijnen van de 4 onderzochte parameters tegen de
leeftijd.

Figuur 4.1.

ALE [YEARS) AGE [ YEARSY
Figuur 4.1.: De met behulp van de PDP 11/45 computer ver-—
kregen scatter diagrammen en de regressielij-
nen van de diverse parameters tegen de leef-
tijd.
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.3.4.

Tabel 4.3, geeft de invlced van de leeftijd van de persoon
weer op de gemeten percentages. De percentages 2c en GpM
zijn afhankelijk van de leeftijd. Bij het ouder worden
neemt de 2¢ fractie met 0,0714% per jaar toe. Het percenta-
ge GoM daalt met 0,017% per jaar. Het percentage 5 is onaf-
hankelijk wan de leefti]d Ook de ratio S/G M verandert
significant bij het ouder worden. Per jaar Stl]gt deze ra-
tio met 0,02%.

Tabel 4.3.
Toename snijpunt signifi-
per jaar met Y-as cantie
2c 0,014 95,2 p= 3,0%
s - 2,9 p= 30,0%
GoM -0,011 1,8 p= 0,2%
S/G2M 0,02 1,7 p= 0,3%

Tabel 4.3.: De invlced van de leeftijd op de DNA verdelingen
in de normale epidermis. De veranderingen in
procenten per jaar veroudering voor de diverse
fracties. Snijpunt met de Y-as is leeftijd =
0 jaar.

INVLOED VAN HET "SEIZOEN".

De diverse percentages cellen in de verschillende fasen van
de celcyclus van huidmonsters genomen in juni-juli versus
november-december zijn weergegeven in tabel 4.4. Bij de
analyse 1s zorg gedragen voor een uniforme verdeling wat
betreft de leeftijdsverdeling en de plaats van afname. De
waarden voor 2c, S en G,M verschillen significant (p £ 5%).
De ratio S/GZM verandert niet met het “seizoen".

Tabel 4.4.

juni-juli november- signifi-
december cantie

2¢ 95,9 96,5 0,1%

S 2,8 2,4 0,1%

G,M 1,3 1,1 3 %

S/GEM 2,6 2,4 40 %

N = 60 N = 77

Tabel 4.4: De gemeten DNA verdelingen in celsuspensies van
normale epidermis afgenomen in juni-juli en in
november-december.
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4.3.5.

INVLOED VAN DE PLAATS OP HET LICHARM.

Onderstaande tabel 4.5. geeft de DNA verdelingen weer voor
de normale epidermis op verschillende plaatsen op het
lichaam. Ook hier zijn, teneinde "seizoensinvlioeden™ uit te
sluiten alleen metingen die in de periode juni-juli zijn
verricht gebruikt voor de analyse. De verkregen waarden
zijn gevonden na lineaire correctie voor leeftijdsinvloceden.

Tabel 4.5.
n 2¢ s G,M S/GZM
Arm 15 95,2 £ 1,1 3,1 0,7 1,8 ¢ 0,5 9+ 0,5
Been 12 96,2 £ 1,2 2,7 0,7 1,1 & 0, 9 % 1,2
Rug 8 95,7 & 0,6 3,0 £ 0,5 1,3 = 0, 6 £ 1,0
Knie 13 95,7 £ 1,1 2,9 % 1,0 1,4 £ 0, 402 1,1
Significantie
op 5% .grens + - § ¥

Tabel 4.5.: Overzicht wvan de DNA verdelingen in de normale
epidermiscellen op verschillende plaatsen op
het lichaam en de significantie op de 5% grens.

Tabel 4.6. toont aan dat de verschillen in plaats voorname-
lijk worden wveroorzaakt door verschillen tussen arm en been.

Tabel 4.6.
2¢ S G2M S/GZM
Arm-been + - + +
Arm-rug - - + +
Arm-knie - - - -
Been-rug - - - -

Been-knie - - - -
Rug-knie - - - -

Tabel 4.6.: Overzicht wvan de significantie (p & 5%) van de
verschillen tussen enkele plaatsen op het li-
chaam voor de fracties wvan de celcyclus en
voor de ratio 5/G,M. - = significantie meer dan
5%; + = significantie minder dan 5%.
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4.

DISCUSSIE.

Gegevens over cytofotometrische onderzoekingen van normale
en pathologisch veranderde humane epidermis zijn zeldzaam
in de lLiteratuur. Grove et al. (1976} voerden statische
cytofotometrische onderzoekingen uit bij normale en psori-~
asig epidermis. Deze procedure is veel langzamer dan de
flowcytometrische methode, terwijl ook de variatie co8ffi-
ci&nt, die de analyse van de DNA verdelingen beinvloedt,
veel groter is. De auteurs slaagden er niettemin in, ondanks
de moeilijkheden die inherent zijn aan de methode (Wlirthner
et al.,1972), verschillen in DNA verdelingen tussen normale
epldermis en psoriasis aan te tonen.

Haag et al. (1975) bestudeerden het DNA gehalte in nuclei
van een suspensie van epidermiscellen. De auteurs geven
echter geen nadere analyse van de verkregen histogrammen.
Het aantal onderzochte cellen was bovendien beperkt.
Flowcytometrie, door Bauer et al. (1975) geintroduceerd in
de dermatologie en in dit proefschrift nader uitgewerkt,
maakt het mogelijk schattingen wvan het gehalte aan DNA in
de kernen van een groot aantal epidermiscellen te maken bin-
nen korte tijd: meer dan 102 cellen kunnen binnen anderhalf
uur na afname worden gemeten.

Het DNA histogram weerspiegelt de percentages cellen in de
vergschillende fasen van de celcyclus. De hier vermelde
flowcytometrische metingen zijn uitgevoerd op epitheliale
celsuspensies van de gehele levende epidermis. Niet alleen
cellen in de Gq fase van de celcyclus hebben een 2c DHRA
hoeveelheid. Ook een deel van de Gp cellen {Gelfant,1976)
en de gedifferentieerde cellen in het stratum spinosum en
stratum granulosum hebben een 2¢ hoeveelheid DNA in hun
kernen. Het is derhalve niet juist cellen nmet een 2c hoe-
veelheid DNA als G4 cellen te beschouwen.

Tevens hebben we bij deze studie aangenomen dat we alleen
keratinocyten in de suspensie hebben. Dit is uiteraard niet
waar. Andere celtypen zZijn eveneens aanwezig maar in rela-
tief kleine aantallen zodat, zelfs als zij een zeer afwij-
kende kinetiek zouden hebben, hun invlced op de gevonden
waarden verwaarloosd kan worden.

Cellen in de G, en de M fase, die beide 4c DNA bevatten,
kunnen met de flowcytometer niet van elkaar worden geschei-
den.

Alle DNA werdelingen zijn geanalyseerd met een mathematisch
model, waarin geen correctie voor de colncidentie is opge-
nomen. De bijdrage van de coIncidentie aan het percentage

S en GyM is afhankelijk van de signaalwijdte de pulse rate.
Omdat de ICP apparatuur geen mogelijkheid heeft de signaal-
wijdte te meten, hebben we een correctie voor de cofnciden-
tie gemaakt op basis van calibratie curven.

De flowcytometrische metingen in deze studie zijn uitge~-
voerd op celsuspensies van de gehele levende epidermis. Het
weergegeven percentage S heeft derhalve betrekking op alle
levende epidermiscellen. Door het gevonden percentage S te
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vermenigvuldigen met een factor 3,2, zijnde de ratio

N .totaal / N cycl. (Halprin,1972) wordt het aantal cellen
in de 5 fase gerelateerd aan de proliferatieve celpopulatie
gevonden. Bij wergelijking van het op deze wijze door ons
gevonden percentage S, blijkt dit percentage goed overeen
te stemmen met de gemiddelde waarde van een aantal label-

ling indices zoals deze in de literatuur worden vermeld
{(Potten,1975).

De enige ons bekende studie aangaande DNA flowcytometrie
van normale humane epidermis geeft waarden wvoor S en GoM
fractie (8:3,0 % 0,63 G2M:1,1 £ 0,1} die overeenstemmen

met de hier vermelde. In deze studie zijn echter 14 monsters
van &é&n patient gemeten (Frentz et al.,1980).

Celcyclustijden (Tc) en turnovertijden (Tturn ep.) kunnen
niet rechtstreeks met de onderhavige methode worden bepaald.
De hier verrichte metingen kunnen slechts relatieve celcy-
clustijden geven. Een schatting kan echter worden gemaakt
als TS bekend is,

T

‘ = -—S. ‘ |
Tyurn N X 100 (cE. 3.6.3.)
Indien we aannemen dat T_ = 8 uur (gemiddelde waarde uit

s de literatuur, Gelfant,
1976} .
T = - 8 x 100 = 444 uur
turn ep 1,8

= 18,5 dagen.

Deze waarden komt overeen met turnovertijden zoals deze
zijn berekend uit onderzoekingen met gelabelde aminozuren
(Rothberg et al.,1961).

De gemiddelde celcyclustijd bedraagt:

Tc = G.F. x Tturn ep (cf. 3.6.3.)
Tc = ~§%§— x 18,5 = 5,8 dagen
= 139 uyur.

Uiteraard zijn dit ruwe schattingen.
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In de statistische studies is-geen correctie voor de colnci-
dentie aangebracht. Het is niet waarschiinlijk dat de coin-
cidentie bijdrage aan het percentage 5 en GoM verschilt in
de groepen die worden onderzocht.

In gyeen van de onderzochte parameters zijn verschillen ge-
vonden tussen de beide geslachten.

Tabel 4.3. toont aan dat er in enkele wvan de gemeten para-
meters een leeftijdsafhankelijkheid bestaat. Meerdere inter-
pretaties hiervoor zijn mogelijk. Het feit echter dat de
ratio S/GZM stijgt bij het ouder worden betekent dat de re-
latieve duur van de S fase t.o.v. de G,M fase langer wordt.
Bij veroudering treden er derhalve veranderingen in de cel-
cyclus op.

Tabel 4.4. laat zien dat er "selzoens" wvariaties (strikt
genomen, verschillen tussen twee specifieke tijden van het
jaar) in het percentage cellen in S en GyM fase bestaan. De
ratio 8/GoM verandert niet. Op dit moment kunnen we slechts
speculeren over de betekenis van deze verschillen, omdat we
te weinig gegevens hebben. Een mogeliijke verklaring kan zijn
dat de groeifractie in de zomer hoger is dan in de winter;
dat de duur van zowel de 5 als de GyM fase in de zomer ver-
lengd is of dat de-Gq fase verkort 1s bij gelijkblijvende

S en GZM fase.

Kleine verschillen in DNA verdeling bestaan er tussen de
diverge plaatsen op het lichaam. In het bijzonder bij het
vergelijken van arm met been komen er statistisch signifi-
cante verschilllen aan het licht in de 2c¢ waarde ( hoger

in been) en G,M waarde {(lager in been). Het aantal DNA syn-
thetiserende cellen is echter niet afhankelijk van de plaats.
De knie, een plaats die voortdurend blootstaat aan mecha-i :
nische prikkeling en tevens een wvan de predilectieplaatsen
voor psoriasis, verschilt in de hier gemeten parameters niet
van arm, been of rug. De gevonden plaatsverschillen zijn
echter zo gering dat bij afname van monsters uit psoriasis-
laesies geen correctie voor de afnameplaats behoeft te wor-
den gemaakt.

Bovenstaande meetresultaten tonen aan dat een aantal varia-
belen de gegevens beinvloeden. Dit kan enkele van de tegen-
strijdige gegevens, die men in de literatuur kan vinden aan-
gaande celkinetische parameters van normale humane epider-
mis, verklaren. Op grond van de snelheid en het gemak waar~
mee de resultaten kunnen worden verkregen is flowcytometrie,
ondanks de beperkingen van de hier gebruikte apparatuur,

een geschikte methode gebleken om deze variabelen te bestu-
deren.
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HOOFDSTUK 5

DNA DISTRIBUTIES IN LAESIES EN KLINISCH NIET AANGETASTE
EPIDERMIS VAN PSORIASISPATIENTEN.

INLEIDING.

Psoriasis wordt gekenmerkt door een aantal veranderingen in
de epidermiscellen. Er is een toename van het totale aantal
cellen per eenheid huidoppervlak (Van Scott & Ekel,1963),
van het aantal proliferatieve cellen (Goodwin et al.,1974),
van de grootte van de cellen (Fry & McMinn,1968), wvan het
celoppervlak (Gommans et al.,1979) en van het aantal mitose-
figuren {cf. 2.5.71.).

Bovendien is men in de literatuur eensgezind wvan mening,

dat de celcyclustijd van een psoriasiscel korter is dan van
een normale epidermiscel (cf. 2.9.). De door diverse auteurs
gevonden waarden voor labelling index en celcyclustiijd ver-
schillen echter aanzienlijk (Gelfant,1976; Growve,1979; cf.
2.9.). Over de celkinetiek van de klinisch normale epidermis
bij personen met psoriasis zijn de meningen verdeeld. Wohlrab
& Gruneberg {1966) en Weinstein & Frost (1968) vinden geen
verschillen; Hell & Hodgson (1966), Braun-Falco et al.
(1967), Kaidby & Kurban (1971), Goodwin et al. (1973) vin-
den daarentegen een toename van de mitotische en labelling
indices in de klinisch normale epidermis bij psoriasis ver-
geleken met normale epidermis.

Alle tot nu toe uitgevoerde studies over de celkinetische
aspecten van psoriasiscellen ziijn aan statistische beper-
kingen onderhevig. De vraag werpt zich op of de in de lite-
ratuur gevonden werschillen in aantal DNA synthesiserende
cellen berusten op methodieke verschillen of dat er sprake
is van een grote intra- en interindividuele variabiliteit.
Flowcytometrie maakt het mogelijk het DNA gehalte van vele
individuele cellen bij een groot aantal personen te bepalen.

Het doel wvan dit hoofdstuk is statistisch meer betrouwbare
informatie te verkrijgen over de DNA wverdelingen in cellen
afkomstig uit psoriasislaesies. Op klinische gronden ziijn
drie typen psoriasis onderscheiden: de chronisch verlopende
psoriasis wulgaris, waarbij de laesies vrijwel inert ziin,
de onrustige psoriasis en de zeer heftig verlopende psoria-
sis pustulosa.

De intralaesionale verschillen in DNA verdeling zijn bepaald
teneinde na te gaan of bij het wvergelijken van de interlae-
sionale verschillen rekening moet worden gehouden met de
plaats van afname in de laesie.

Op grond wan het klinisch aspect, het natuurlijk beloop en
de reactie op therapie rijst de wraag of elke patient zijn
"eigen" psoriasis heeft. Teneinde deze hypothese te toetsen
zijn de verschillen tussen diverse laesies van hetzelfde
type psoriasis bij dezelfde persoon en de verschillen tus-
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5.3.1.

sen personen met hetzelfde type psoriasis vergeleken.
MATERIAAL EN METHODE.

De huidbiopten zijn genomen op de in hoofdstuk 3 beschreven
wijze uit laesies van patienten met een klinisch manifeste
psoriasis vulgaris, die tot minimaal een week voor afname
geen therapie hadden ontvangen. Alle biopten zijn in de pe-
riode juni-juli afgenomen.

De spreiding binnen eenzelfde laesie is bepaald door een
aantal biopten te nemen langs een rechte lijn door het mid-
den van de afwijking. Afhankelijk wvan de grootte wvan de
afwijking zijn meerdere monsters uit rand en centrum geno-
men, Onder rand wordt verstaan de buitenste anderhalve cen-
timeter van de afwijking.

De interlaesionale verschillen bij eenzelfde persoon zijn
bepaald door uit het centrum van een aantal willekeurige,
gelijk uitziende psoriasisplekken huidmonsters te nemen.

De biopten bij de personen met een zich snel uitbreidende
psoriasis pustulosa zijn gelijktijdig genomen uit de nor-
maal uitziende huid op een plaats waar te werwachten was
dat de laesie zou passeren, uit de huid wvoor het front

waar reeds veranderingen zichtbaar waren, uit het front en
op een plaats achter de voortkruipende rand, waar na een
massale afstoting van necrotisch epitheel, een weer min of
meer gave huid resteerde.

De proliferatiepatronen van de huidbiopten zijn met de flow-
cytometer op de in hoofdstuk 3 beschreven wijze bepaald.

De statistische verwerking van de aldus verkregen gegevens
geschiedde met SSPS subprogramma's (Nie,1975; U.R.C.,1979).

RESULTATEN.

PSORIASIS VULGARIS.

De gemiddelde percentages voor de diverse fracties van de
celoyclus zijn samengevat in tabel 5.1.. Deze verschillen
significant van de overeenkomstige percentages voor normale
epidermis (P & 0.01).

Tabel 5.1. geeft ook de waarden gecorrigeerd wvoor de colnci-
dentie weer.

vVergeleken met normale epidermis is de variatie tussen de
individuele specimens groot. Dit kan berusten op meerdere
factoren: op verschillen in de laesie zelf, op variatie tus-
sen verschillende laesies bij &én persoon en op interindivi-
duele verschillen.

Het aandeel van elk van deze factoren is onderzocht.
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5.3.

Tabel 5.1.

Psoriasis vulgaris n = 94

2C S G2M S/GEM

A B7,4 £ 3,4 9,7 £ 2,6 2,9 + 1,4 4,1 £ 2,2
B 89,5 9,0 2,5 -

Tabel 5.1.: Analyse van de DNA verdelingen in psoriasis
vulgaris laesies. A: gebaseerd op de planime-
trische methode. B: gecorrigeerd voor de coin-
cidentie (gemiddelde pulse rate 250 cellen per
seconde]) .

INTERINDIVIDUELE EM INTRAINDIVIDUELE VARIANTIE.

Bij de analyse van corzaken van deze variabiliteit is ge-
bruik gemaakt van de variantie in plaats van de standaard
deviatie. De variantie wvoor psoriasis laesies is gebaseerd
op een populatie wan 94 monsters van .17 personen. De vraag
rijst of deze populatie homogeen is t.o.v. de persoon,
m.a.w. of de variantie in de subpopulatie biopsieén van een-
zelfde patient evengroot als of significant kleiner dan de
variantie in de totale populatie is.

Hiervoor is een -one way- variantie analyse met factor pa-
tient nummer uitgevoerd. De variantie is gescheiden in een
inter- en een intraindividuele component (tabel 5.3.).

Tabel 5.3.
2C* g* GzM*~ S/GQM*

Interindividuele

variantie 6,6 4,8 2,6 3,3
Intraindividuele

variantie 2,2 1,8 1,0 1,9
Verklaarde variantie 64% 61% 57% 39%

* I’sg 0.01

Tabel 5.3.: Variantie anaylse in inter- en intraindividuele
componenten.
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Tussen verschillende plekken van klinisch hetzelfde type
peoriasis bij eenzelfde persoon alsook tussen de verschil-
lende patienten bestaan aanzienlijke verschillen. Tabel
5.2. geeft dit illustratief weer.

Tabel 5.2.
Pat. No Plaats G s GoM Ratio
I 1 L1i.boven-
been 82,6 14,0 3,4 4,1

2 dij 82,4 12,2 5,4 2,3
3 rug 84,6 11,1 4,3 2,6
4 rug 78,4 14,7 6,8 2,2
5 onderarm 85,7 11,6 ' '
6 borst 80,7 14,6 4,7 3,1
7 borst 81,7 13,4 4,9 2,7

11 1 dij 89,1 7,8 3,1 2,5
2 dij 90,7 7,0 2,3 3,0
3 been 90,3 6,6 3,0 2,2
4 re.arm 89,5 7,6 2,8 2,7
5 li.arm 93,6 5,3 1,1 4,8
6 sacrum 88,9 6,8 4,2 1,6
7 sacrum 91,5 5,6 2,9 1,9

III 1 rug 90,7 71 3,2 2,2
2 been 87,2 10,7 2,0 5,4
3 buik 84,0 13,0 3,0 4,3
4 rug 91,2 7,4 1,3 5,7
5 rug 88,9 8,6 2,5 3,4
6 rug 83,5 14,1 2,3 6,1

Tabel §.2.: Overzicht van de DNA verdelingen in procenten
en de ratio §/GoM van een aantal willekeurig
gekozen psoriasis wvulgaris laesies bij drie
personen. De hier weergegeven percentages
zijn illustratief voor de werschillen tussen
de personen en voor de spreiding die binnen
&én persoon kan bestaan.
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Uit tabel 5.3. kan worden geconcludeerd dat de individuele
subpopulaties significant meer homogeen zijn dan de totale
populatie. Minimaal 39% en maximaal 64% van de totale va-
riantie wordt verklaard door interindividuele verschillen.
Het aantal biopsie&n en de afnameplaats waren niet identiek
voor alle patienten. Een -two way- analyse van plaats en
patient nummer gaf geen significante toename van de ver-
klaarde wariantie.

INTRALAESIONALE VARIANTIE.

Teneinde na te gaan of een psoriasislaesie kinetisch homo-
geen is zijn in totaal 31 biopsieé&n gemeten uit het centrum
en de rand van 6 psoriasis vulgaris laesies. Voor dit onder-
zoek zijn de huidmonsters van elk individu genomen uit een
enkele laesie. De plaats van de laesie was niet gelijk voor
elke patient (tabel 5.4.).

Tabel 5.4.
Patient rand centrum
no
been rug abdomen been rug abdomen
1 1
2 1
3 4 3
4 4 5
5 2 3
6 2
totaal 2 ] 6 3 7 5

Tabel 5.4.: Samenvatting van de biopsieplaatsen van elke
patient.

De significantie van de mogelijke verschillen van de gemid-
delde waarde van elke patient tussen rand en centrum van de
laesie is bepaald met de Student's t-test ervan ultgaande
dat de monsters waren gepaard aan de patient.

Tabel 5.5. toont dat er geen significant werschil in de hier
onderzochte parameters is tussen rand en centrum van psori-
asislaesies.
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Tabel 5.5.

verschil centrum-rand

‘ *
2c s G, M S/G2M

gemid. s.d. gemid. s.d. gemid. s.4. gemid. s.d.

6 0,04 3,3 -0,61 2,8 0,58 1,0 -0,42 1,5

* P> 0,1

Tabel 5.5.: Student's t-test op het verschil in gepaarde
waarnemingen van de gemiddelde waarden van cen-
trum en rand van psoriasislaesies bij 6 patien-
ten.

ONRUSTIGE PSORIASIS.

De DNA verdelingen in celsuspensies afkomstig wan personen
met een onrustige psoriasis geven een lichte maar duidelijk
significante verhoging van het percentage S§ te zien. Het
percentage G,M en de ratio S/GyM zijn niet significant ver-
schillend van de overeenkomstige parameters van psoriasis
vulgaris laesies {(tabel 5.6.}.

Tabel 5.6.
n 2¢ S GZM S/GZM

Onrustige
psoriasis 15 85,5 ¢+ 1,3 11,8 + 1, 2,7 £+ 0,8 5,0 % 2,5
Pgoriasis
vulgaris 94 87,4 ¢ 3,4 9,7 + 2,5 2,9+ 1,4 4,1 % 2,2
Signifi~

cantie p = 4% p = 0,2% p = 56% p = 14%
Tabel 5.6.: Vergelijking van de analyses van de DNA verde-

lingen van celsuspensies afkomstig uit laesies
van onrustige psoriasis en van psoriasis wvul-
garis.
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5.3.5. PSORIASIS PUSTULOSA.

Het klinisch beeld bij personen met een psoriasis pustulosa
is van patient tot patient verschillend. De laesies lopen
als het waré als een golf in enkele dagen tijd over wvaak
grote gebieden van het lichaam.

Tabel 5.7. geeft een overzicht van de DNA distributie in

de klinisch normale huid en de aangetaste huid resp. voor,
in en achter het woortschrijdend front van de laesie.

Tabel 5.7.
Pat.no. 2c 3 GZM S/G2M
I Normale huid 94,0 3,3 2,7 1,2
Voor het front 83,7 16,2 6,0 1,7
Front 76,3 17,3 6,4 2,7
Achter het front 90,4 6,7 2,8 2,4
II Normale huid 92,7 4,9 2,4 2,0
Voor het front 87,3 9,6 3,1 3,1
Front 76,6 18,7 4,6 4,1
Achter het front 92,1 5,7 2,2 2,6
IIT Normale huid 94,0 4,1 1,9 2,2
Voor het front. 83,9 13,5 2,6 5,2
Front 79,4 18,2 2,5 7.3
Achter het front 90,6 7.5 1,9 3,9

Tabel 5.7.: Analyse van de DNA verdelingen in de klinisch
normale huid en resp. vé&8r, in en achter de
rand van de zich uitbreidende psoriasis pustu-
losa laesie.

5.3.6. KLINISCH NIET AANGETASTE EPIDERMIS BIJ PERSOMEN MET
PSORIASIS.

De gevonden percentages voor 2c¢, S en G,;M, alsmede de ratio
S5/GoM zijn weergegeven in tabel 5.8. In deze tabel zijn ook
de waarden na correctie voor de coincidentie vermeld. De ge-
vonden waarden verschillen significant van de waarden voor
normale epidermis (p&§ 0,01). De ratio vertoont geen signi-
gicant verschil (tabel 5.9.).
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Tabel 5.8.

Klinisch niet aangetaste epidermis n = 47

2c S G2M S/GzM
A 94,5 + 2,0 3,8 ¢ 1,4 1,8 £+ 0,8 2,3 0,8
B 95,4 3,1 1,5 -

Tabel 5.8.: Analyse van de DNA verdelingen in klinisch niet
aangetaste psoriasis epidermis bij 47 huidmon-
sters. A: gebaseerd op de planimetrische me-
thode. B: gecorrigeerd voor de colIncidentie
{gemiddelde pulse rate 250 cellen per seconde).

Tabel 5.9.

n 2c 5 GZM S/GZM
Normale epidermis 60 95,9 2,8 1,3 2,6
Klin. normale epider-
mis bij psoriasis 47 94,5 3,8 1,8 2,3
Significantie p 0,1% 0,1% 0,1% 18%

Tabel 5.9.: Vergelijking van de DNA verdelingen in normale
en niet.aangetaste epidermis bij psoriasis.

In tabel 5.10. worden de gemeten gemiddelde waarden voor de
diverse fracties van de celcyclus weergegeven voor normale

epidermis, klinisch niet aangetaste epidermis bij psoriasis
en voor psoriasis vulgaris laesies,
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Tabel 5.10.

normale niet aangetaste psuridsis

epidermis epidermis laesie

n = &0 n = 47 n = 94
2c 95,9 = 1,1 94,5 £ 2,0 87,4 £ 3,4
5 2,7 £ 0,8 3,8 £ 1,4 9,7 t 2,5
G,oM 1,3 + 0,6 1,8 + 0,8 2,9 * 1,4
S/GZM 2,6 £ 1,1 2,3 £ 0,8 4,1 t 2,2

Tabel 5.10: Overzicht van de analyses van de DNA verdelingen
in procenten van epidermiscellen uit normale epi-
dermis, niet aangetaste epidermis bij personen
met psoriasis en uit psoriasislaesies.

DISCUSSIE.

Ook van op bovenbeschreven wijze geprepareerde epidermis-
cellen uit een psoriasislaesie is het goed mogelijk met
behulp van de flowcytometer DNA verdelingen te verkrijgen.
De bijdrage van de coiIncidentie aan het percentage S en GoM
is bij psoriasiscellen relatief geringer dan bij normale
epidermiscellen. De anaylse van de G,M piek wordt niet in
meerdere mate gestoord door klontjesvVorming.

In de DNA verdeling van cellen uit onbehandelde psoriasis
vulgaris laesies wordt een toename van het aantal cellen

in de § en GyM fase gezien. Omdat deze percentages van cel-
len in 5 en GyM betrekking hebben op het totale aantal
epidermiscellen en niet op de proliferatieve cellen alleen,
kunnen deze percentages niet direct worden vergeleken met
labelling indices gevonden bij autoradiografische studies.
Ook bij deze onderzoeksmethode wordt echter een toename van
het S compartiment gewonden bij psoriasis vergeleken met
normale epidermis.

Vergelijking van de hier weergegeven meetresultaten met die
in de bestaande literatuur is van beperkte waarde gezien

de diversiteit van vroegere onderzoeken. Het overzicht van
Gelfant (1976) onderstreept dit nogmaals. Het is duldelijk
dat een onafhankelijke techniek als flowcytometrie van grote
waarde kan zijn. De onderhavige bevindingen ondersteunen

de autoradiografische bevindingen wvan Born & Kalkoff ({1969)
en Pullmann, Lennartz & Steigleder (1977) dat de duur van
de 5 fase is verlengd in de psoriasislaesie, ofschoon andere
verklaringen mogelijk zijn, b.v. een korter worden van de
tijdsduur van GoM.

Bij psoriasis verschuift de ratio 8/G;M naar hogere waarden
dan bij normale epidermis. De relatie% kleine veranderingen
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in deze ratio lijken in striijd te ziin met de bevindingen
van Goodwin, Hamilton & Fry {1973} die de ratio gemerkte
cellen en mitotische cellen bestudeerden. Zij vonden een
ratic van 25:71 bij klinische psoriasis, van 190:1 bij niet
aangetaste psoriasis epidermis en van 450:1 bij normale
epidermis. Bij aanname dat gemerkte cellen cellen in de 8
fase zijn zou dit betekenen dat de duur van de S5 fase zich
t.o.v. mitoseduur verhoudt als 450:1 in normale epidermis.
Bij een 8 fase duur van 8 uur zou de duur van de mitosefase
ongeveer 1 minuut bedragen. Het ligt meer voor de hand aan
te nemen dat de gemerkte cellen voor een groot deel reflec-
teren wat is genoemd "metabool DNA", een suggestie die
reeds door deze auteurs is gedaan. Flowcytometrie daarente-
gen meet DNA hoeveelheid en een cel met een DNA hoeveelheid
tusgen 2C en 4C zal daarom waarschiijnliijk een cel in de S
fase zijn.

Een verder punt dat de duidelijke verschillen kan verklaren
is dat tijdens de preparatieprocedure met het proteolytisch
enzym pepsine cellen in de mitosefase worden vernietigd
(Beck,1977). Voor trypsine geldt dit mogelijk ook. Het per-
centage 4C cellen reflecteert dan meer G dan GoM. Verande-
ringen in de duur van de mitosefase zullen dan niet worden
geregistreerd.

Uit bovenstaande metingen blijkt in de percentages 2c, S

en GoM een aanzienlljke spreiding te bestaan. Deze kan een
partiele verklaring vormen voor de spreiding in de in de
literatuur vermelde labelling indices. De intralaesionale
spreiding in de percentages blijkt gering te zijn. Deze
betrekkelijke homogeniteit is in overeenstemming met de
histologische bevindingen van Fry & McMinn (1970) en wvan
Beek & van Reede (1977). Daarentegen vinden Soltani & wan
Scott (1972) in de rand van de laesie een hogere mitotische
index, terwijl Christophers et al. (1973) met behulp van
autoradiografie in het centrum meer DNA synthetiserende cel-
len vinden dan in de rand van de laesie. De bevindingen wvan
Soltani & Van Scott (1972) zijn niet noodzakelijkerwijs in
tegenspraak met de hier beschreven resultaten indien bij de
préeparatieprocedure van de epidermiscellen mitosen worden
beschadigd. De verschillen in M.I. weerspiegelen dan een
verlenging van Tm in de periferie wvan de laesie. De variabi-
liteit in de gevonden DNA verdelingen berust voornameliijk op
de interindividuele verschillen. Gezien deze bevindingen .
wordt de sterk individueel bepaalde reactie op eenzelfde the-
rapie van personen met klinisch gelijk uitziende psoriasis-
laesies verklaarbaar. Op analoge wijze moet het voor de di-
verse laeslies soms sterk uilteenlopende therapleresultaat bij
dezelfde persoon worden gezien.

In tegenstelling tot de verwachting op grond van het kli-
nisch beeld is de wverhoging wvan het percentage S bij on~-
rustige psoriasis wverrassend gering vergeleken met psoriasis
vulgaris.
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In de snel voortschrijdende rand van een psoriasis pustulosa
laesie blijkt meer dan 1/3 van de prolifererende cellen

zich in de synthese fase te bevinden. De verandering in per-
centage GsM ligt, behalve bij patient 1, niet in de orde van
grootte van die van het percentage S. De hier weergegewven
percentages stemmen overeen met de door Bauer & Mali (1975)
gevonden waarden bij psoriasis pustulosa. De klinische be-
vinding dat de epidermis na het passeren van het front weer
redelijk normaal wordt, wordt door deze metingen bevestigd.

Evenals bij normale epidermiscellen (hoofdstuk 4) kan het
percentage S of G,M verkregen uit flowcytometrische metingen
van psoriasiscellen worden gebruikt voor de berekening wan
de turnovertijd van het levende epitheel als de duur van

de S of GyM fase bekend is. Uitgaande van de gevonden waar-
den 4,1 en 2,6 voor de ratio's 8/Go;M in psoriasislaesie en
normale huid en van een Ts in normale huid wvan 8 uur (Gel-
fant,1976) kan worden berekend dat:

Ts (laesige) = ~=———— x 8 = %13 uur.

3
T ———— x 100 = 134 vur = +5,5 dagen.

Deze berekening berust op de veronderstelling dat de ver-
andering in de ratio wordt veroorzaakt door een verlenging
van de S fase duur terwijl T-GoM onveranderd blijft. De al-
dus gevonden waarden stemmen in grote lijnen overeen met
de schattingen van Van Scott & Ekel (1963) gebaseerd op
morphometrische metingen en mitose tellingen.

De celcyclustijd (Tc) krijgt een waarden van 67 uur wan-
neer we aannemen dat de wverhouding prolifererende en ge-
differentieerde cellen ongeveer 1:1 bedraagt (Weinstein &
Housman,1972). Dit is uiteraard een ruwe schatting waarbij
nog individuele verschillen kunnen optreden.

Voor psoriasis epidermis is algemeen aanvaard dat alle pro-
1ifererende cellen inderdaad aan de celcyclus deelnemen.
Voor normale huid bestaat hierover twijfel (Gelfant,1976).
De geschatte Tc van 139 uur voor normale epidermis (hoofd-
stuk 4) is gebaseerd op de aanname dat alle prolifererende
cellen aan de cyclus deelnamen. Indien slechts een deel van
de cellen aan de celcyclus deelnemen wordt de celcyclustijd
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korter. In feite zou het weleens zeer de vraag kunnen zijn
of de celcyclustiid van een psoriasiscel zoveel korter is
dan die van een normale epidermiscel. De abnormale celpro-
ductie moet dan geheel worden verklaard in termen van het
aantal daadwerkelijk proliferende cellen per eenheid opper-
vlak, hetgeen doocr Chopra & Flaxman (1974) uit in vitro-stu-
dies is gesuggereerd. In verband hiermee is het onderzoek
van Heepen et al. (1979) wan belang. Uit computer simulatie
studies 'concluderen zij dat een tijdeliijke verschuiving in
het normale evenwicht tussen de mate van celflow naar het
gedifferentieerde en die naar het proliferatieve comparti-
ment voldoende is om een permante toename in de germinatieve
populatie te verocorzaken; dus zonder een verandering in de
duur van de celcyclustijd zelf kan een verandering in epi-
dermale morfologie in de richting van pscoriasis worden gesi-
muleerd. De in dit hoofdstuk gevonden meetresultaten lijken
deze hypothese te steunen ofsgschoon kleine veranderingen in
de duur van de afzonderlijke celcyclusfasen bestaan (verleng-
ing van de 8§ fase). In het licht van deze bevindingen ver-
dient het concept van Gelfant (1978) aandacht dat bij de be~
handeling van psoriasis die therapiemethode waarbij psoria-
siscellen worden gehinderd vanuit de Gg fase in de celcyclus
te treden, bij voorkeur moeten worden conderzocht.

Morfologisch kan geen onderscheid worden gemaakt tussen nor-
male epidermis en "gezonde" epidermis wan personen met pso-
riasis. In het verleden hebben een aantal onderzoekers een
verhoogde M.I. en labelling index in de "latent psoriatische
epidermis” opgemerkt. De spreiding was echter zo groot dat
in het individuele geval geen ultspraak over een eventuele
psoriasis dispositie bij een persoon zonder klinische mani-
festatie van de ziekte kon worden gedaan (Braun-Falco et al.,
1967; Born & Kalkoff,1969).

Voor alle celcyclusfasen verschillen de met de flowcytometer
gevonden DNA verdelingen significant wvan die voor normale
epidermis. Deze bevinding kan op meerdere manieren worden
verklaard. De percentages voor de S en G,M fracties liggen
tussen die voor normale en psoriasis epidermis in. Het ver-
hoogde percentage 5 kan worden verklaard door een langere

Ts bij een gelijkblijvende totale celcyclustiijd, zoals door
Pullmann (1974,1978) is gevonden. Het feit dat de ratio
S/GZM niet groter wordt pleit hiertegen. Bovendien is het
langerworden van de duur van de synthesefase omstreden
{(Weinstein & Frost,1968; Chopra & Flaxman,1974). De meest
waarschijnlijke verklaring wvoor deze stijging is dat ook in
de niet aangetaste epidermis de celcyclus reeds verkort is
of dat de groeifractie is verhoogd. Op grond van bovengenoem-
de bevinding dat er mogelijk geen grote verschillen in cel-
cyclustlijd tussen normale en psoriasis epidermis zijn kan de
toename van S en GyM worden verklaard door het feit dat in
de niet aangetaste psoriasis huid de ratio non-cycling en
wel de celcyclus doorlopende cellen verandert ten gunste van
de laatste. Na een geé€igende stimulus zou deze ratio dan
verder kunnen veranderen en leiden tot een klinisch manifeste
psoriasislaesie. De niet aangetaste psoriasis epidermis rea-
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geert op uiteenlopende noxen (mechanische, toxische, aller-
gische}, mits deze zowel het epitheel als het stratum papil-
lare treffen, met de vorming wvan efflorescenties die kenmer-
kend zijn voor psoriasis (Heber,1974)}; het isomorf prikkel-
effect (Koebner,1877). Anderzijds kan ook een endogene sti-
mulus b.v. in het kader wvan een infectie of geneesmiddelen-
exantheem, psoriasis provoceren (Steigleder & Orfancs,1967).
Gezien onze meetresultaten lijken de niet aangetaste epi-
dermiscellen reeds continu in een toestand van verhoogde
proliferatieactiviteit. Een aspecifieke stimulus is kenne-
lijk wvoldoende om de reeds veranderde regulatie wvan de groei
verder te laten ontsporen.

De ratio $/GoM in de niet aangetaste epidermis verandert
niet ten opzichte van normale epidermis. Deze waarneming
lijkt de bevindingen van Steigleder & Pullman {(1979) dat Ts
in de niet aangetaste psoriasis epidermis is verlengd, niet
te ondersteunen.

Flowcytometrische metingen van psoriasiscellen en van niet
aangetaste epidermiscellen bij psoriasis geven nieuwe waar-
den en inzichten die echter aan grote beperkingen onderwor-
pen zijn. Toekomstig onderzoek met multi-parameter flowcyto-
meters, die het mogelijk moeten maken onderscheid te maken
tussen gedifferentieerde keratinocyten en prolifererende
epidermiscellen, en met flowcytometrische stathmokinetische
methoden teneinde absolute celcyclustijden te verkrijgen,
moet een werder inzicht geven in de celkinetische eligenschap-
pen van psoriasiscellen.
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6.3.1.

HOOFDSTUK 6

DNA DISTRIBUTIE IN ENKELE ANDERE DERMATOSEN.

INLEIDING.

De DNA verdeling in psoriasiscellen is significant verschil-
lend van die in normale epidermiscellen. In antwoord op de
vraag of deze veranderingen specifiek voor psoriasis zijn,
is bij een drietal genetisch bepaalde huidaandoeningen, die
slechts onder bepaalde omstandigheden manifest worden, en
waarbij mogelijk een storing in het verhoorningsproces be-
staat, de DNA verdeling in de epidermiscellen bepaald.
Neurodermitis is gekozen op grond van de wvaak grote over-
eenkomsten in histologisch beeld met psoriasis. Lichen ru-
ber planus is een storing in het verhoorningsproces van de
epidermiscellen, hetgeen zich uit in verdikking wvan het stra-
tum granulosum en stratum corneum. Morbus Darier (dyskera-
tosis follicularis) tenslotte is gekozen op grond van het
feit dat hier eveneens sprake is van een verhoorningsstoor-
nis, die histologisch beperkt is tot de epidermis.

Ook in de niet aangetaste psoriasishuid zijn verschillen

in DNA verdeling t.o.v. normale epidermiscellen aantoonbaar.
Het lijkt zinvol bij bovengencemde dermatosen de DNA distri-
butie van de cellen in de niet aangetaste epidermis te be-
palen.

MATERIAAL EN METHODE.

De monsters zijn genomen uit nog niet behandelde laesies

van neurodermitis, lichen ruber planus en M. Darier van per-
sonen die de polikliniek dermatologie bezochten. Tevens zijn
bij een aantal van deze personen monsters genomen uit de nor-
maal uitziende huid van indien mogelijk arm of rug. Alle
metingen vonden plaats in de periode juni-juli.

De proliferatiepatronen van de monsters zijn op de in hoofd~
stuk 3 beschreven wijze bepaald. De statistische analyse ge-
schiedde met de simpele t-test en is ultgevoerd met SPSS
subprogramma's (Nie,1975; U.R.C.,1979). De significantie is
getoest op een onbetrouwbaarheidsgrens van 5%.

RESULTATEN.
NEUROCDERMITIS.

Tussen de gemiddelde percentages voor de diverse fracties
wvan de celcyclus van resp. neurodermitis-cellen en epi-
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6.3.2.

6.3.3.

dermiscellen uit de niet aangetaste huid van personen met
neurcdermitis bestaan wat betreft de 2c en S fractie signi-
ficante verschillen. De GoM fractie en de ratio S/G3M zijn
niet significant verschillend (tabel 6.1.)}.

Tabel 6.1.

n 2c S G.M S/sz

Laesgie 18 91,3 + 3,17 6,1 £ 1,6 2,5 ¢ 1,9 3,9 % 4,1
HNiet aange-
taste huid 10 95,8 + 0,9 2,8 £+ 0,7 1,5 % 0,4 1,9 % 0,4

Significantie p <0,1% <0,1% 9% 15%

Tabel 6.1.: Analyse van de DNA wverdelingen in procenten in
"laesies en niet aangetaste huid van personen
met neurodermitis met behulp van de t-test.

LICHEN RUBER PLANUS.

Tussen laesies en niet aangetaste huid bij personen met
lichen ruber planus bestaan wat betreft de hier onderzochte
parameters geen significante verschillen. Ook de ratio's
5/G,M van de niet aangetaste hulid en wvan de laesie bij deze
aan&oening zijn niet significant verschillend (tabel 6.2.}).

Tabel 6.2.

n 2c 8 G, M S/GZM

Laesie 6 94,9 ¢+ 0,6 3,7 £ 0,4 1,4

Niet aange-
taste huid 7 94,9 + 1,3 3,3 +0,9 1,8 1,0 2,3 ¢ 1,2

Significantie p 90 % 37% 30% 34%

i

0,3 2,8 + 0,5

Tabel 6.2.: Analyse wvan de DNA verdelingen in procenten in
laesies en niet aangetaste huid van personen
met lichen ruber planus met behulp van de
t-test.

MORBUS DARIER.

Bij M. Darier bestaan wat betreft de 2c¢, 8 en GyM fractie
alsmede wat betreft de ratio S/GpM geen significante ver-
schillen tussen laesie en normaal uitziende huid bij deze
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£.3.4.

aandoening (tabel 6.3.).

Tabel 6.3.
n 2c 5 G,M S/G2M
Laesie 8 93,4 + 1,3 4,3 £1,2 2,2 +0,3 2,0 % 0,6
Niet aange-
taste huid 3 95,4 £ 1,7 2,9 £ 1,0 1,8 + 0,7 1,7 % 0,3
Significantie p 7% 10% 13% 41%

Tabel 6.3.: Analyse van de DNA verdelingen in procenten in
laesies en niet aangetaste huid van personen
met M. Darier met behulp van de t-test.

NORMALE EPIDERMIS VERSUS NIET AANGETASTE EPIDERMIS VAN
NEURODERMITIS, LICHEN RUBER PLANUS EN M. DARIER.

Bij vergelijking van de verdeling wvan het DNA gehalte in de
epidermiscellen afkomstig uit de niet aangetaste huid van
personen met neurodermitis, resp. lichen ruber, resp. M.
Darier met de DNA verdeling in normale huid van controle
personen komen geen significante verschillen naar voren
(tabel 6.4.).

Tabel 6.4.

Normale epid. 60 95,9 + 1,1 2,8 +0,8 1,3 0,6 2,6 %+ 1,1

Neurodermitis 10 95,8 + 0,9 2,8 £+ 0,7 1,5 + 0,4 1,9 % 0,4
Significantie P 8% B2% 51% 6%

Lichen ruber 7 94,9 + 1,3 3,3 +0,9 1,8+ 1,0 2,3 ¢ 1,2

Significantie p 11% 24% 7% 42%
M. Darier 3 95,4 +1,7 2,9 +1,0 1,8+ 0,7 1,7 % 0,3
Significantie P 59% 97% 26% 12%

Tabel 6.4.: Vergelijking van de DNA verdelingen in procen-
ten van epidermiscellen uit de niet aangetaste
huid van personen met resp. neurodermitis,
lichen ruber planus en M. Darier met de DNA
verdeling in de normale huid van controle perso-
nen.
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6.3.5. NORMALE EPIDERMIS VERSUS LAESIE VAN NEURODERMITIS, LICHEN
RUBER PLANUS EN M. DARIER.

Er bestaan significante verschillen voor wat betreft de hier
onderzochte parameters tussen neurodermitis-laesies en de
normale epidermis. Bij lichen ruber zijn deze verschillen
niet aanwezig. Bij M. Darier zijn de verschillen juist sig-
nificant voor de 2¢, S en GyM fractie. De ratio 5/GoM is
niet verschillend. Zoals reeds eerder is vermeld zijn er
uitgesproken significante verschillen in DNA verdeling tus—
gen psoriasislaesies en normale epidermis (tabel 6.5.).

Tabel 6.5.

n 2c S GzM S/GZM
Normale epi-
dermis 60 95,9 + 1,1 .2,8 +0,8 1,3 + 0,6 2,6 £ 1,1

Neurodermitis 18 91,3 * 3,1 6,1 £ 1,6 2,5+ 1,9 3,9 + 4,1
Signif. p 0,1% 0,1% 0,1% 2,2%

Lichen ruber 6 94,9 + 0,6 3,7 x 0,4 1,4+ 0,3 2,8 % 0,5

Signif. p 43% 30% ~ 90% 81%
M. Darier 8 93,4 +1,3 4,3 +1,2 2,2 +0,3 2,0 ¢ 0,6
Signif. p 2% 4,2% 4,4% 44%
Psoriasis 94 87,3 + 3,4 9,7 + 2,6 2,9 % 1,4 4,1 & 2,2
Signif. p 0,1% 0,1% 0,1% 0,1%

Tabel 6.5.: Vergelijking van de DNA verdeling is normale
huid vap controle personen met de DNA verdeling
in epideérmale celsuspensies afkomstig uit lae-
sles van resp., neurodermitis, lichen ruber, M.
Darier en psoriasis.

6.3.6. PSORIASIS VULGARIS VERSUS NEURODERMITIS,; LICHEN RUBER PLA~
NUS EN M. DARIER.

Bij vergelijking van de DNA verdeling van epidermiscellen
uit laesies van bovengencemde drie huidafwijkingen met pso-
riasis vulgaris laesies komen in de 2c en 5 fractie signi-
ficante verschillen naar voren. De GoM fractie is alleen
bij lichen ruber significant verschillend van psoriasis.
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De ratio S/G.M is alleen significant verschillend voor M.
Darier (tabel 6.6.}).

Tabel 6.6.

6.4.

P

soriasis 94 "87;4 % 3,4 9,7 £ 2,6 2,9 1,4 4,1 x 2.2

Neurodermitis 18 91,3 + 3,1 6,1 = 1,6 2,5 %+ 1,9 3,9 t 4,1

s

ignif. p 0,1% 0,1% 20% 70%

Signif. P 0,1% 0,1% 0,3% 15%
M. Darier 8 93,4 + 1,3 4,3 + 1,2 2,2 0,3 2,0 % 0,6
Signif. p 0,1% 0,1% 13% 0,7%

Tabel 6.6.: Vergelijking van de DNA verdeling in procenten
in psoriasis wvulgaris laesies met de DNA ver-—
delingen in epidermale celsuspensies afkomstig
uit resp. neurodermitis, lichen ruber en M.
Darier laesies.

DISCUSSIE.

Epidermale cellen in neurodermitis laesies werschillen sig-
nificant in DNA distr¥ibutie van normale epidermiscellen. Het
aantal cellen in de S fase van de celcyclus is duidelidk
verhoogd vergeleken met de niet aangedane huid bij deze
aandoening ({(tabel 6.1.) en met de normale huid van controle
personen (tabel 6.5.). Het percentage S is bij neurodermi-
tis significant lager dan dat van psoriasislaesies (tabel
6.6.). Neurodermitis laesies zijn derhalve met de flowcyto-
meter op grond van het afwijkende percentage cellen met een
DNA gehalte van de kern tussen 2c en 4c te differentisiren
van normale epidermis en van psoriasis wvulgaris.

In de ons bekende literatuur hebben we geen gegevens over
de mate van proliferatie van de epidermis bij neurodermitis
gevonden., Over de betekenis van het hogere percentage S bij
neurodermitis kan geen zekere uitspraak worden gedaan. Uit
het veranderen van de ratio S/GpM kan men wel concluderen
dat bij neurodermitis, evenals dlt het geval is bij psoria-
sis, veranderingen in de celcyclus optreden t.o.v. normale
epidermis.

De niet aangedane huid en de laesies bij neurodermitis wver-



schillen significant voor wat betreft de 2¢c en § fractie
(tabel 6.1.). De GoM fractie en de ratio S/G,M zijn in deze
metingen niet significant verschillend ofschoon er in de be-
rekende waarden schijnbaar grote verschillen zijn. Dit be-
rust op de grote standaarddeviatie in de S en G,M fractie.
Bij zowel psoriasis als neurodermitis is er, zij het in uit-
eenlopende mate, een toename van het aantal DNA syntheti-
serende cellen. De ratio §/GoM verschilt bij deze aan-
doeningen niet. In theorie is de mogeliijkheid aanwezig dat
bij beide aandoeningen een, wverschillend grote, toename wvan
de groeifractie bestaat. Voor psoriasis is een dergeliijke
toename aangetoond (Chopra & Flaxman,1974). Ook een verkor-
ting van de totale celcyclustijd geeft een toename van het
percentage S bij gelijkblijvende ratio.

Het aantal DNA synthetiserende cellen in lichen ruber lae-
sies is in onze metingen niet significant hoger dan in de
niet aangedane huid bij deze aandoening (tabel 6.2.) of in
de normale huid van controle personen {(tabel 6.5.). Deze
bevinding stemt overeen met de studie van Walker & Dolby
{1974), die geen verschil in labelling index tussen lichen
ruber laesies en normale huid wvan controle personen vinden.
Daarentegen 1is de proliferatie volgens Lever (1967) en
volgens Pinkus & Mehregan (1969) wverlaagd in lichen ruber
laesies. Op hun beurt wvinden Marks et al. (1973) en Ebner
et al. (1977) een verhoging van de L.I. zowel in de laesie
als in de normaal uitziende huid van lichen ruber vergeleken
met de epidermis van controle personen.

Onze metingen suggereren dat de mogelijke storing in het ver-
hoorningsproces bilij lichen ruber niet moet worden gezocht
in de richting van een toegenomen proliferatie. Het door
Marks et al. (1973) en Presbury & Marks (1974) wvoorgestelde
concept dat bij lichen ruber een repopulatie van de bescha-
digde basale cellen door keratinocyten uit de rand van de
laesie plaatsvindt, is hiermee niet in tegenspraak.

Lichen ruber laesies en psoriasislaesies werschillen sgig-
nificant in aantal DNA synthetiserende cellen.

Epidermiscellen afkomstig uit laesies van M. Darier hebben
een DNA verdeling van de kern die wat betreft de 5§ en GyM
fractie net significant wverschilt wvan die van normale huid
van controle perscnen (tabel 6.5.}. Tussen laesie en kli-
nisch niet aangetaste huld bij deze aandoening bestaan
geen significante verschillen in DNA verdeling (tabel 6.3.).
De klinisch normaal uitziende huid bij M. Darier verschilt
in de hier gemeten parameters niet van normale huid. Deze
schijnbare tegenspraak berust mogelijk op het kleine aan-
tal gemeten proefpersonen.

Tussen M. Darier en psoriasislaesie zijn er significante
verschillen in aantal DNA synthetiserende cellen.

De niet aangedane huid van de 3 besproken huidaandoeningen
verschilt niet wat de hier gemeten parameters betreft van

.
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normale huid van controle personen. De normaal uitziende
huid van personen met psoriasis is daarentegen wel signifi-
cant verschillend van normale epidermis. Deze discrepantie
vormt een aanwijzing dat er een verschil in aetiologie tus-
sen psoriasis en neurodermitis kan bestaan. Mogelijk is de
storing in de regulatie wan de groei bij psoriasis centraal
gelocaliseerd, waardoor de gehele epidermis reeds een ver-
anderd proliferatiepatroon -heeft, waarbij door aspecifieke
stimuli klinisch manifeste psoriasislaesies kunnen ontstaan.
Bij neurodermitis, waarbij eveneens een toename van de pro-
liferatie, 2zij het in geringere mate dan bij psoriasis,
blijkt te bestaan, bestaat mogelijk een locale storing in
de groeiregulatie, waarbij de regulatie in de niet aange-
dane epidermis normaal blijft.

De doelstelling van dit hoofdstuk is de beantwoording van

de vraag of de afwijkende DNA verdeling in de kernen van de
epidermiscellen bij psoriasis specifiek is voor deze aan-
doening. Aan de hand van de verkregen meetresultaten blijkt
dat psoriasiscellen inderdaad flowcytometrisch kunnen wor-
den gedifferentiéerd van epidermiscellen afkomstig van een
aantal andere huidaandoeningen die eveneens op een mogeliijke
storing in het verhoorningsproces berusten.
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HOOFDSTUK 7

FLOWCYTOMETRISCHE BEPALING VAN DE THERAPIE-EFFECTEN VAN EEN
AMNTAL VEEL TOEGEPASTE THERAPIEREGIMES BIJ PSORIASIS VUL-
GARIS

INLEIDING.

De behandeling van psoriasis is nog steeds voor een belang-
rijk deel gebaseerd op empirie. Deze therapie bestaat uit
applicatie van lokale agentia, soms in combinatie met sys-
temische chemotherapeutica. Het aangrijpingspunt en wer-
kingsmechanisme van deze medicamenten op celkinetisch ni-
veau is vaak nog in duisternis gehuld. Ook de rationele
achtergrond van het combineren van de diverse therapeutische
mogelijkheden ontbreekt nog.

Flowcytometrisch onderzoek van een epidermale celsuspensie
maakt het mogelijk binnen korte tijd het aantal cellen in
de S en G,M fase te bepalen. Het proliferatiepatroon van

de epidermiscellen uit een psoriasislaesie verschilt sig-
nificant van dat van klinisch niet aangetaste epidermis-
cellen (cf. hoofdstuk 5). Nadat een psoriasislassie onder
invloed van therapie is verdwenen is er in de DNA histo-
grammen geen onderscheid meer tussen de epidermiscellen van
de plaats van de voormalige laesie en van de overige niet
aangetaste epidermiscellen.

Het lijkt zinvol de veranderingen in proliferatieactiviteit
die tijdens de therapeutisch geinduceerde genezing van een
psoriasisplek optreden met behulp van de flowcytometer te
volgen. In dit hoofdstuk worden de flowcytometrische be-
vindingen tijdens dithranol (cignolineR) applicatie, teer-
bad-hoogtezon behandeling, PUVA therapie en r8ntgenbestra-
ling weergegeven.

DITHRANOL (CIGNOLINER).
INLEIDING.

De monografie van de Engelse dermatoloog Balmanno Squire in
1878 over ruw chrysarobine gaf de beslissende impuls voor
de invoering van goa-poeder in de westerse geneegkunst en
zijn toepassing als therapie van in het bijzonder psoriasis
maar ook van lichen ruber, acne, rosacea, pltyriasis ver-
sicolor en andere chronische dermatosen (Weirichig& Kett-
lewell,1972). Dithranol (1,8 dihydroxy-anthranol = anthra-
line = cignoline®™) is door Unna en Galewsky in 1916 geiIn-
troduceerd als substituut voor chrysarobine, dat inconstant
in samenstelling, wisselvallig in anti-psoriatisch effect
en veranderlijk in chemische stabiliteit is. In 1953 pu-



bliceerde Ingram (1953,1954) -de methode om dithranol in de
stijve pasta Lassar te appliceren in combinatie met teer

en u.v. straling. Comaish {1965,1971) modificeerde het In-
gram regime door oplopende concentraties dithranol te ap-
pliceren. Kortdurende applicatie van hoge concentraties di-
thranol is de laatste ontwikkeling op het gebied van psori-
asis behandeling met dithranol (Schaefer et al.,1980).

Dithranol dringt snel de levende epidermis binnen en wordt
in het stratum spinosum geoxydeerd (Kammerau et al.,1975;
Selim et al.,1981). De intrinsieke instabiliteit wvan het
anthraline molecuul, die leidt tot het ontstaan van meerdere
derivaten, bemoeilijkt het onderzoek naar het werkingsmecha-
nisme op moleculair niveau aanzienlijk. Dithrancol heeft
meerdere effecten op de epidermis.

Dithranol vormt complexen met DNA (Swanbeck & Thyresson,
1965; Swanbeck & Zetterberg,1971). De ligging van dithranol
tussen elke achtste basenpaar in leidt tot verstoring wvan
de matrix en zo tot stilstand van de DNA replicatie. In te-
genstelling tot de klinische ervaring zou ditranol in lage
concentraties carcinogeen zijn (Segal et al.,1971; Zetter-
berg & Swanbeck,1971). Complexvorming met RNA is omstreden
(Weigand & Everett,1967). Het vermogen van de cellen om
aminozuren te incorporeren in eiwitten wordt door dithranol
niet aangetast; wel wordt de thymidine inbouw in DNA in met
de tijd toenemende mate geremd (Klem,1978).

Tevens leidt ditranol in therapeutische concentraties tot
enzyminhibitie. De enzymactiviteiten van de pentose-fosfaat
shunt (glucose-6-fosfaat dehydrogenase) en van de anaerobe
glycolyse (glyceraldehyde-3-fosfaat dehydrogenase, lactico-
dehydrogenase) worden het sterkst geremd. Andere enzymsys-—
temen (ademhalingsketen, hydrolyse, citroenzuur cyclus)
worden niet of slechts in geringe mate geremd {(Meiers et
al.,1968; Raab,1969; Braun-Falco et al.,1971; Rassner,1971;
Cotton & v Rossum,1975). De inhibitiepercentages verschillen
sterk, afhankelijk van de methode van bepaling. In psoria-
sigscellen is de activiteit van de enzymen van de glycoloyse
met een facor 2 en van de enzymen, die betrokken zijn bij de
pentose-fosfaat shunt, met een factor 4 verhoogd. In een
therapeutische concentratie kan dithranol de activiteit van
glyceraldehyde~-3-fosfaat dehydrogenase in de epidermis in

6 dagen tot normale waarden en de activiteit van G-6-PD tot
bijna normale waarden terugbrengen. Het is nog niet geheel
duidelijk of dithranol een direct effect op deze enzymen
heeft of indirect door reactie met co-enzymen aangrijpt.

Dithranol wordt in de epidermis geoxydeerd (Lehmann,1965).
De auto-oxydatie van dithranol verloopt via meerdere vrije
radicalen en leidt tot zeer reactieve dithranol radicalen
en univalente reductieproducten van zuurstof. Volgens som-
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mige auteurs zouden destructieve radicaal reacties verant-

woordelijk zijn voor het therapeutisch effect (Mustakallio,
1981; Martinmaa et al.,1981).

MATERIAAL EN METHODE.

Van 11 personen met psoriasis wvulgaris, die klinisch behan-
deld werden met cignoline pasta (cignoline, vaste paraffine
1,25%, vloeibare paraffine 1,25%, pasta Lassar) te begin-
nen met 0,05% en overeenkomstig het klinisch beeld opklim-
mend tot 3% cignoline, werden meerdere malen per week huid-
monsters afgenomen. De monsters zijn alle uit dezelfde pso-
riasislaesie genomen, omdat tussen twee psoriasis plaques
aanzienlijke wverschillen kunnen bestaan {(Cox & Watson,1972;
cf. hoofdstuk 5). Tevens zijn gelijktijdig huidmonsters ge-
nomen uit de klinisch niet aangetaste, niet behandelde huid.
De patienten werden dagelijks met bovengencemde pasta be=
handeld. Geen van de patienten ontving een andere locale of
systemische therapie.

Afname en bewerking van de huidmonsters en meting en analyse
van de celsuspensies geschiedde als beschreven in hoofdstuk
3.

RESULTATEN.

Bij alle onderzochte patienten treedt in de DNA histogrammen
in de loop wan de behandeling een asymmetrie van de 2¢ piek
op (fig.7.2.1.). Deze asymmetrie wordt niet gevonden in de
niet behandelde, klinisch normaal uitziende huid. Bij conti-
nueren van de therapie verdwijnt de asymmetrie weer. De be-
rekende percentages voor de S fractie dalen in de loop van
de tijd, redelijk in overeenstemming met het werschijnen van
de klinische verbetering. Uiteindelijk worden, wanneer de
behandelde psoriasis plek klinisch geheel is genormaliseerd,
waarden voor de S5 fractie gewonden die liggen in het sprei-
dingsgebied van de klinisch normale huid van psoriasis pa-
tienten.

De G.M waarden vertonen tijdens de dithranol behandeling
geen extravagante reactie. Bij een aantal van de onderzochte
personen treedt een geleidelijke daling van het aantal te-
traploide cellen in de DNA histogrammen op tot het niveau
van de klinisch niet aangetaste epidermis. Tabel 7.2.71.
toont de in het verloop van de behandeling gevonden percenta-
ges woor de 2c, S en GyM fractie van een met dithranol be-
handelde psoriasis plek.

Figuur 7.2.1. toont een voorbeeld van de voorbijgaande asym-
metrie van de 2c piek in de DNA histogrammen van celsuspen-
sies afkomstig uit met dithranol behandelde psoriasislaesies.
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Tabel 7.2.1.

T 2c 5 GZM S/GEM
0 84,7 11,6 3,7 3,

3 86,6 10,5 2,9 3,

4 90,1 7.1 2,8 2,5
5 86,3 10,3 3,4 3,0
6 88,7 8,9 2,4 ,

9 87,3 9,6 3,0 3,2
10 91,8 5,5 2,7 P
11 91,4 7,0 1,6 p
12 93,0 5,4 1,6 ’
15 93,3 4,9 1,8 ’
18 94,2 4,0 1,8 .

Tabel 7.2.1.: Overzicht van de gemeten percentages epidermis-—

cellen in de 2¢, S en G,M fase in de DNA higto-
grammen, alsmede de ratlio S$/G;M, van een per-
soon met psoriasis vulgaris na behandeling met
locale dithranol applicatie. T = tijd in dagen
na aanvang van de dithranol therapie.

DISCUSSIE.

Het mechanisme waarmee dithrancol zijn therapeutisch effect
op psoriasiscellen uitcefent is op diverse wijzen in de af-
gelopen jaren bestudeerd.

Een daling van de mitotische index na dithrancl therapie is
meermalen beschreven (Krebs & Schaltegger,1969; Fry & McMinn,
1968; Baxter & Stoughton,1970; Fry et al.,1974).

Fisher & Maibach (1971) vinden daarentegen een stijging van
de mitotische index na ditranol applicatie.

Steigleder et al. (1973) vinden een normalisatie van de ver-
korte celcyclustijd en een daling van de labelling index.
Deze daling in aantal DNA synthetiserende cellen wordt niet
gevonden door Born (1969). Pullmann et al. (1981) wvinden,

na een aanvankelijke toename van de L.I. in een met dithra-
nol behandelde psoriasislaesie, een daling van de L.I. in
de daaropvolgende dagen .en weken.

0ok over de invloed van dithranol op de duur van de synthe-
sefase heersen uiteenlopende opvattingen. Steigleder et al.
(1973) vinden dat de Ts onder invlced van dithranol korter
wordt, terwijl Fisher & Maibach ({1975} een verlenging van
deze tijd vinden. Deze tegenstrijdigheden, die weliswaar in-
herent zijn aan de opvattingen van de diverse auteurs over
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de werschillen in duur van de celeyclus en zijn deelfasen
tussen psoriasis en normale epidermis, onderstrepen het ge-
brek aan kennis van het werkingsmechanisme van dithranocl.

In de ons bekende literatuur hebben we geen onderzoeken met
behulp van de flowcytometer naar de therapie-effecten van
dithranol kunnen vinden.

Voor de bestudering van het effect van dithranol op het pro-
liferatiepatroon van psoriasiscellen is de methode, waarbij
cignoline dagelijks wordt geappliceerd, gekozen boven een
é€nmalige lokale toediening. Bij autoradiografisch onderzoek
is gebleken dat na een &&nmalige applicatie van dithranol
zeer uiteenlopende en tegenstrijdige waarnemingen werden ge-
daan (Liden & Michalesson,1974). Bij het benadrukken van het
fundamentele aspect van het onderzoek naar de therapie-effec-
ten van dithranol zou het juister geweest zijn de eventuele
effecten van een &Enmalige toediening te bestuderen. De
moeilijkheid daarbij is of DNA het enige aangrijpinspunt van
dithranol is. In dit onderzoek is gekozen voor de pragma-
tische kant van het onderzoek door het effect van dagelijkse
applicaties van dithrancl na te gaan. Dithranol vormt com-
plexen met DNA leidend tot de inhibitie wvan de DNA synthese.
Het 1is derhalve te werwachten dat dit zal reflecteren in de
parameters die met de flowcytometer worden onderzocht.

Na dagelijkse applicatie van stijgende doses dithranol wver-
gschijnt na verloop van tijd in de DNA histogrammen een a-
symmetrie van de 2c¢ piek. Het tijdsinterval tussen aanvang
van de therapie en het optreden van deze asymmetrie, alsook
de mate van asymmetrie, is individueel bhepaald. Wel is erxr
een relatie tussen het optreden van deze vormverandering en
het begin wvan de klinische wverbetering. Wanneer de klinische
verbetering doorzet verdwijnt de asymmetrie geleidelijk.

Asymmetrie van de 2c piek betekent een toename wvan het aan-
tal cellen dat geregistreerd wordt met een hoeveelheid DNA
zoals normaliter cellen in de vroege S fase hebben. Deze
schouder in de 2c pilek kan reé&el zijn, d.w.z. er is een toe-
name van cellen in de vroege S fase, of kan een artefact
zljn.

Indien de asymmetrie een gevolg is van een ophoping in de
vroege S fase zijn hiervoor in theorie meerder oorzaken
denkbaar. De ophoping kan een gevolg zijn van een synchroni-
gatiegolf. Deze golf moet kunnen worden teruggevonden wan-
neer ze de celcyclus verder doorloopt. Daar dit in de histo-
grammen niet gebeurt is deze mogelijkheid hier uitgesloten.
Ofschoon dithranol de groei van het epitheel irreversibel
remt (Klem,1978), treedt er toch geen totale blokkade op in
de vroege S fase. Immers in dat geval moeten de celcylcus-
compartimenten achter de blokkade op korte termijn leeglo-
pen. In aanvullend gemaakte DNA histogrammen is echter ge-
bleken dat dit niet geschiedt. Een irreversibele blokkade
van een deel van de prolifererende cellen geeft histogrammen
zoals na toediening van dithranol worden gevonden. Deze mo-
gelijkheid is niet met zekerheid uit te sluiten. Het feit
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dat de asymmetrie verdwijnt bij het wvoortschrijden van de
klinische verbetering is niet in tegenspraak met de mogelijk-—
heid dat dithranol een deel van de prolifererende cellen ir-—
reversibel blokkeert in de wvroege S fase. De DNA-~dithranol
complexen leiden tot stilstand van de DNA replicatie, waar-
door de betrokken cellen irreversibel in hun verdere proli-
feratie worden geremd. Op histologische gronden is het aan-
nemeliijk dat deze irreversibel beschadigde cellen door lysis
of migratie naar het huidoppervlak verdwijnen. Nadat deze
cellen het levend epitheel hebben verlaten neemt de 2¢ piek
in de histogrammen weer de normale wvorm aan.

Indien de asymmetrische schouder van de 2c¢ piek op een arte-
fact berust zijn ook in dit geval meerdere mogelijke oorza-
ken denkbaar. De aanwezigheid van infiltraatcellen, die, of-
schoon ze diploid zijn, andere kleureigenschappen hebben dan
keratinocyten, kan een dergelijke asymmetrie vercozaken. Dit
is onwaarschijnlijk omdat bij histologisch onderzoek geen in-
filtraat in de epidermis wordt gezien na dithranol applica-
ties.

Een andere mogelijkheid is dat onder invloced van de dithra-
nol therapie een aantal keratinocyten een afwijkende kleu-
ringskarakteristiek krijgen. In dat geval neigt de DNA dis-
tributie tot verbreding. Uit piek-area experimenten is ge-
bleken dat deze afwijkende populatie in de volgens de hier
gebruikte wijze verkregen histogrammen grotendeels terecht
komt in het gebied van de vroege 5 fase.

Ook het ontstaan van cellen met een stabiel RNA, dat niet
afbreekt met het hier gebruikte RNA-ase, kan artefacten ge-
ven waarbij asymmetrie wvan de 2c plek ontstaat. Mogelijk dat
toepassing van diverse scorten RNA-ase hierin inzicht kan
verschaffen.

Bij het uitvergroten van de 4c piek blijkt dat ook hier een
asymmetrie naar de hogere kanaalnummers voorkomt. Deze ver-
breding kan gezien worden als klontjes van twee cellen met
deze afwijkende kleureigenschap. Deze bewvinding doet ons er-
toe neigen een voorkeur uit te spreken voor de mogelijkheid
dat onder invloed wvan dithranol applicaties op de psoriasis-
laesie een subpopulatie van keratinocyten ontstaat die een
afwijkende kleuringskarakteristiek hebben. Wanneer deze cel-
len tijdens de verdere behandeling verdwijnen door lysis of
migratie uit de prolifererende pool herkrijgen de histogram—
men hun normale wvorm.

Het percentage cellen in de G,M fase van de celcyclus wordt
volgens onze metingen niet biJ alle patienten belnvloed
door de dithranol therapie. Bij een aantal personen daalt
het aantal tetraploide cellen tot het niveau van de klinisch
niet aangetaste epidermis. Vele auteurs vinden in histolo-
gische coupes een daling van het aantal mitosefiguren na
dithranol applicatie. Op grond hiervan zou een geringe da-
ling wvan de'GZM te verwachten zijn. Mogelijk wordt de daling
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in mitose aantal gecompenseerd door verlenging van de duur
van de Gy fase, zoals deze met behulp van FLM curves door
Fisher & Maibach (1975} na dithrancl therapie is gevonden.

Op grond van de gevonden histogrammen is het aannemeliijk
dat dithranol een deel van de prolifererende psoriasiscel-
len uit de prolifererende populatie doet verdwijnen, waar-—
na deze cellen uit het levend epitheel wverwiinen.

FOTOCHEMOTHERAPIE.

INLEIDING.

Het gunstige therapeutische effect wan zonlicht op psoria-
sis is reeds lang bekend. Betere resultaten met ultra vio-
let licht behandeling werden na 1925 verkregen toen Goecker-
man de methode beschreef om de werking van u.v. licht te
vergroten door de huid te fotosensibiliseren met koolteer-—
zalf. Dit principe is ook met succes toegepast door gebruik
te maken wvan tryptaflavine (Oppenheim,1928) en sulfa (Tuli-
pan,1941; Epstein,1947). Ook psoralenen zowel lokaal (Wal-
ter & Voorhees,1973; Mortazawi & Oberste Lehn,1973; Weber,
1974) als oraal {(Parrish et al.,1974; Swanbeck et al.,1975;
Wolff et al.,1975) in combinatie met langgolvig ultra vio-
let licht blijken succesvol bij de behandeling van psoria-
sis.

In onderstaand capitulum worden met behulp van de flowcyto-
meter de eventuele effecten van behandeling met teerbaden
en hoogtezon en met PUVA op de DNA distributie in epider-
miscellen uit normale huid en uit psoriasislaesies onder-
zocht.

GOECKERMAN THERAPIE.
INLEIDING.

De Goeckerman therapie, zoals deze bij dit onderzoek is toe-
gepast, bestaat ult het nemen wvan een teerbad en vervolgens
hoogtezon bestraling in stijgende dosering. Deze procedure
wordt bij het gebruikelijke therapieregime in de kliniek ge-
completeerd door dagelijkse applicatie wvan dithranol pasta
in stijgende concentraties (Ingram therapie). Deze combina-
tlietherapie is nog steeds een van de meest succesvolle bij
de behandeling van psoriasis. Daar dithranol, gezien de com-
plicaties die. kunnen optreden, alleen door ervaren personen
kan worden geappliceerd, kan deze behandeling slechts intra-
muraal plaatsvinden. De gemiddelde opnameduur bedraagt dan
ongeveer 4 weken. Behandeling volgens Goeckerman kan wel
poliklinisch worden toegepast. De teerbad-hoogtezon behan-
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deling wordt, teneinde een opname te voorkomen, freguent als
adiuvans gebruikt in die gevallen waarbij de psoriasis resis+
tent is tegen de gebruikelijke poliklinische behandelings=
wijze. Het therapeutisch resultaat van de teerbad-hoogtezon
behandeling is wisselend. Als regel wordt de laesie slechts
schilfervrij, waarbij nog vaak rode plaques op de huid blij-
ven bestaan (LeVine et al.,1979).

Het effect wvan dithranol op de DNA verdeling in de behandel-
de epidermiscellen is reeds elders (7.2.) vermeld. Met het
oog op een optimalisatie wan de therapie lijkt het zinvol het
effect op de celcyclus van teerbad-hoogtezon behandeling al-

leen en in combinatie met dithranol applicatie te onderzoe-
ken.

MATERIAAL EN METHODE.

Bij zes patienten, die reeds jaren lijden aan psoriasis wul-
garis, is &&n arm behandeld met teerbad-hoogtzon alleen. Op
de overige laesies werd tevens dithranol in stijgende con-
centratie in pasta Lassar geappliceerd. De behandeling be-
stond uit het nemen van een teerbad (100 ml ligquor carbonis
detergens in ongeveer 200 liter water) gedurende 20 minuten
gevolgd door hoogtezon bestraling. De duur van deze bestra-
ling bedroeg 1 minuut op de eerste dag; elke volgende dag
stijgt de bestralingsduur met 1 minuut totdat een duur van
15 minuten is bereikt. De betraling vond plaats met Westing-
house hoogtezonlampen (FS 40W Sunlamp). Deze lampen zenden
voornamelijk u.v. B licht uit (emissiepiek bij 312 nm). De
behandeling vond klinisch plaats. Geen van de patienten ge-
bruikte medicatie wvan welke aard dan ook.

Dageliijks zijn monsters woor flowcytometrisch onderzoek af-
genomen uit dezelfde psoriasis plague op linker en rechter
arm. De monsters van de klinisch niet aangetaste epidermis
zijn genomen uit de arm die alleen Goeckerman therapie had
ontvangen. Afname en bewerking van de monsters geschiedde
gelijktijdig en onder gelijke condities. Meting van de cel-
suspensies en anayvlse van de histogrammen gebeurde op de wij-
ze zoals beschreven in hoofdstuk 3.

RESULTATEN.

In de niet aangetaste epidermis treden tijdens de teerbad-
hoogtezon behandeling geen veranderingen op in het percen-
tage S. Het percentage GyM stijgt bij enkele proefpersonen,
terwijl bij anderen geen reactie wordt geregistreerd.

De psoriasislaesies die alleen met teerbad gevolgd door hoog-
tezon bestraling zijn behandeld vertonen in de loop van de

behandeling geen tot een geringe daling van het percentage 5.
De GyM fractie ondergaat geen duidelijke verandering. Er ont-
staat geen asymmetrie van de 2c¢ piek in tegenstelling tot de
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laesies die aanvullend met dithranol zijn behandeld. De da-
ling van het percentage 5,die in de wvolgens Ingram behandel~
de laesies optreedt, is veel groter dan in de laesie die al-
leen teerbad en hoogtezon bestraling hebben ontvangen. Het
percentage GoM ondergaat ook tijdens de Ingram therapie
slechts geringe verandering. Tabel 7.3.7. geeft de gevonden
waarden weer voor &&n aldus behandelde persoon.

Tabel 7.3.1.

T HNiet aangetaste Teerbad + Hoogtezon Ingram laesie

epidermis laesie

S GzM S 'GzM S GzM
0 4, 1,8 8,2 3, ’ ’
1 4, 1,7 8,7 3, ' r
2 4, 2,0 8,6 ’ R ’
3 ' 1,9 7,8 ' E ’
4 y 1,6 8,6 1 7, . B
5 . 2,1 8,8 . - -
7 , 1,9 7,8 ’ ’ 3,
8 ’ 1,7 7.9 .8 r 2,
9 ¥ 2,0 8,0 3,2 r '
10 - - - - ' '

Tabel 7.3.1.: Overzicht van de DNA wverdelingen in procenten
in het wverloop van de tijd (T in dagen) na
behandeling van niet aangetaste epidermis en
psoriasislaesie met teerbad en hoogtezon be-
straling en van psoriasislaesie behandeld
volgens Ingram bij &&n persoon.

DISCUSSIE.

Ultraviolet bestraling in combinatie met koolteer voorbe-
handeling is een tHerapeéutisch regime geweest gedurende vele
jaren., Vele psoriasispatienten ervaren het nemen van een
teerbad echter als een minder prettige ervaring.
Hoogtezonbestraling van met teer gefotosensibiliseerde epi-
dermiscellen uit een psoriasislaesie heeft geen grote ver-
anderingen in de DNA verdeling in de epidermiscellen tot ge-
volyg. Hiermee in overeenstemming is onze klinische ervaring
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dat Goeckerman therapie de psoriasislaesie niet doet ver-
dwijnen. De laesie wordt als regel slechts schilfervriij.
Fischer (1976) vermeldt dat u.v. energie van 313 nm psoria-
sislaesies kan aanzetten tot genezing. LeVine et al. (1980)
tonen daarentegen aan dat, ook indien de laesies klinisch
zijn verdwenen, het extractiepatroon van de keratineprote-
inen van de epidermis kenmerkend voor psoriasis blijft.
Eveneens 1is er geen complete resolutie wvan de abnormale his-
tologische en histochemische bevindingen zoals deze bij pso-
rggﬁis worden gezien (Frank et al.,1964; Lawler & Vineyard,
1960).

De door Epstein et al. (1970) gevonden remming van de pro-
liferatieactiviteit na Goeckerman therapie wordt door onze
metingen niet bevestigd. Het waargenomen verdwijnen van de
schilfers berust volgens onze metingen niet op een vermin-—
derde delingsactiviteit van de psoriasiscellen. Veeleer is
het effect van deze therapie meer cosmetisch dan redel.

Uit de histogrammen blijkt dat het celkinetisch effect pas
optreedt wanneer dithranol aan de therapie wordt toegevoegd.
Flowcytometisch zijn er duidelijke verschillen tussen behan-
deling met en zonder dithranol applicatie na Goeckerman the-
rapie.

Klinisch ontstaat na een behandelingsduur van ongeveer een
week bij de meeste patienten een duldelijk waarneembaar ver-
schil tussen laesies die op deze beide manieren zijn behan-
deld. De gevonden verschillen in percentage S lopen paral-
lel met de verschillen in klinisch beeld. Ook in deze proef-
nemingen bestaat een correlatie tussen het verschijnen van
de asymmetrie van de 2c¢ piek in de histogrammen van met di-
thranol behandelde laesies en het begin van de klinische
verbetering van deze laesies.

Volgens Ingram (1953) biedt de combinatie van teer, u.v.
licht en dithranol wvoordelen. Met deze methode bereikte
Comaish (1965) bij klinisch behandelde psoriasispatienten
bij een gemiddelde therapieduur van 15,2 dagen bij 95% van
de patienten een volledig verdwijnen van de laesies. Welke
rol dithranol en u.v. licht in deze behandelingsketen spe-
len is nog geenszins duidelijk. Er bestaan experimentele

en klinische aanwijzingen dat u.v. licht het therapeutisch
effect van dithranol kan verhogen (Dugois et al.,1975;
Walter et al.,1978). Schauder & Mahrle (1982} kunnen daar-
entegen geen beter therapieresultaat voor deze combinatie-
therapie aantonen.

Aan de therapeutische rol van teer in de combinatie met u.v.
bestraling wordt door meerdere auteurs getwijfeld (LeVine &
Parrish,1980; Belsito & Kechijian,1982).

Schauder & Mahrle (1982) kunnen geen verbetering van de di-
thranolwerking op psoriasislaesies door u.v. B bestraling
vaststellen. Dit stemt overeen met onze bevindingen.

Het percentage GEM daalt tijdens de Ingram behandeling
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nauwelijks, in tegenstelling tot de werwachting. Psoriasis-
cellen die alleen met cignoline zijn behandeld vertonen de-
ze daling tijdens de behandeling wel. Van belichting met
u.v. B licht is bekend dat deze een toename van de G3M frac-
tie geeft (Mier et al.,1977). Het is mogelijk dat de bij de
met de Ingram theraple geinduceerde genezing verwachte da-
ling wordt gecamoufleerd door deze toename van G, M.

Het is de wraag of bij de behandeling met dithranol voor-
behandeling met teerbad en hoogtezonbestraling noodzakelijk
is. Aan de therapeutische rol van teer wordt door velen ge-
twijfeld, terwijl Schauder & Mahrle (1982} geen verbetering
van de dithranolwerking door u.v. B bestraling hebben kunnen
aantonen. %owel de histogrammen van psoriasiscellen afkom-
stig uit laesies die alleen met dithranol zijn behandeld
{cf. 7.2.), alsook de histogrammen van psoriasiscellen die
tevens teerbad en hoogtezonbestraling hebben ontvangen (to-
tale Ingram behandeling) wvertonen beide dezelfde trend wat
betreft daling van het percentage S5 en asymmetrie van de 2c
piek., De tijd die wverloopt tussen aanvang van de therapie

en het optreden van de voorbijgaande asymmetrie van de 2c¢
piek is individueel bepaald. Derhalve dient bij het doen wvan
een uitspraak over het al dan niet leveren van een bijdrage
van de teerbad-hoogtezon component aan het therapeutisch
succes en de snelheid waarmee dit succes optreedt voorzich-
tigheid te worden betracht gezien het feit dat hier slechts
een gering aantal personen is onderzocht. De wverkregen re-
sultaten maken een uitgebreider klinisch en flowcytometrisch
onderzoek naar deze vraagstelling gewenst, temeer daar re-
cente publicaties een keerpunt in deze reeds tientallen ja-
ren bestaande behandelingswijze lijken in te luiden, hetgeen
zeker door vele patienten als aangenaam zal worden ervaren.

PUVA.
INLEIDING.

Onder PUVA behandeling verstaat men de combinatie van een
psoraleen preparaat (P) en bestraling met ultra violet A
{(UVA) licht (320-400 nm). Onder belichting met het lang gol-
vige u.v. licht intercaleren de geéxciteerde furocoumarines
met de pyrimidine basen van nucleinezuren door hiermee een
covalente binding aan te gaan (Musajo et al.,1967; Pathak &
Kramer,1969; Rodighiero et al.,1970). Deze fotochemische re-
actie leidt tot meerdere typen foto-producten, afhankelijk
van het furocoumarine derivaat (Dall'Acqua et al.,1971}. De
moleculaire structuur van de diverse furocoumarine derivaten
en de stereometrische relatie met de pyrimidine basen, wan-
neer zij geintercaleerd worden in het DNA, 7 2ijn bepalend
voor de mate waarin dwarsbruggen worden gevormd tussen de
twee strands van de DNA dubbel helix {(Cole,1970; Dall'Acqua
et al.,1971; Musajo & Rodighiero,1972). Deze dwarsbruggen
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kunnen met het electronenmicroscoop zichtbhaar worden gemaakt
en worden gekwantificeerd (Lerche et al.,1979).

De vorming van foto-adducten wvan psoraleen en pyrimidines
leidt mogelijk tot inhibitie wvan de DNA synthese. Deze in-
hibitie van de epidermale DRA synthese is de rationele
achtergrond voor het gebruik van psoralenen bij de behande-
ling van psoriasis (Parrish et al.,1974).

Het doel van dit onderzoek is met behulp van de flowcyto-
meter na te gaan of en zo ja op welke wijze PUVA behandeling
de epidermale celkinetiek bij psoriasis beinvloedt.

MATERIAAL EN METHODE.

Het effect van een éénmalige PUVA behandeling op een nor-
male epidermis is bepaald. Hiervoor werden twee personen
zonder psoriasis, bij wie tevens de familieanamnese voor
psoriasis negatief was, &&nmalig bestraald met een hoeveel-
heid UVA licht (Waldmann 6000 PUVA apparaat), die in over-
eenstemming was met de minimale erytheem dosis (M.E.D.)

twee uur na orale toediening van 8-Methoxypsoraleen (8-MOP}.
De hoeveelheid 8-MOP werd bepaald door het lichaamsgewicht
van de proefpersonen.

Vervolgens zijn de veranderingen in de DNA distributie in

de epidermiscellen tengevolge van PUVA therapie bepaald bij
twaalf personen met een psoriasis palmaris. Deze onderzochte
groep patienten, die op de polikliniek is gerecruteerd, is
gedurende het gehele onderzoek klinisch behandeld. Veertien
dagen voor en tijdens het gehele onderzoek hebben zij geen
locale of systemische therapie van andere aard gekregen.

Het bij dit onderzoek gebruikte furocoumarine derivaat is
het 8-Methoxypsoraleen (MeladinineR, 30-50 mg per os, af-
hankelijk wvan het lichaamsgewicht). De lichtbestraling vond
twee uur na de inname plaats. De UVA belichting geschiedde
met een Waldmann 200 PUVA apparaat (emissie piek 365 nm).
De begindosis van de bestraling was gelijk aan de minimale
erytheem dosis, de verhoging van het aantal Joules/cm? was
overeenkomstig de phototoxische pigmentatie index (P.P.I.).
De psoriasislaesies werden viermaal per week behandeld.
Dagelijks werden monsters uit laesie en normaal uitziende

. huid voor flowcytometrisch onderzoek afgenomen. Het afname-

tijdstip was steeds 1 uur na de belichting.

Tevens is bij acht van de bovengenocemde psoriasispatienten
het effect van 8-MOP alleen en 8-MOP in combinatie met UVA
nagegaan voor de klinisch normale huid. Deze monsters wer-
den afgenomen op een tijdstip dat de histogrammen van cel-
len uit de psoriasislaesies dulidelijke veranderingen ver-
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7.3.3.3.

toonden.

Afname, bewerking en meten van monsters van dezelfde patient
geschiedden gelijktijdig en onder gelijke condities op de in
hoofdstuk 3 beschreven wijze.

Tenslotte zijn de eventuele verschillen in DNA distributies
van celpopulaties afkomstig uit klinisch normale huid die

de volle belichting met UVA had ontvangen en uit de klinisch
normale huid die slechts zijdelings was "meebelicht" onder-
zocht. De verschillen in hoeveelheid opgestraald UVA licht
tussen beide plaatsen op de huid konden met een belichtings-
meter goed zichtbaar worden gemaakt. Door de grote indiwidu-
ele verschillen in de volgens het behandelingsschema beno-
digde hoeveelheid UVA licht op grond van de sterk uiteenlo-
pende P.P.I.'s, was het niet goed mogelijk deze verschillen
te kwantificeren., Ook deze monsters zijn gelijktijdig afge-
nomen, bewerkt en gemeten op de in hoofdstuk drie beschre-
ven wijze.

RESULTATEN .

Eénmalige PUVA behandeling van normale epidermiscellen,
Een é&nmalige PUVA behandeling wvan een normale epidermis
met een lichtdosis gelijk aan de M.E.D. geeft een stijging
van de 4c piek te zien (tabel 7.3.2.}.
Tabel 7.3.2.

I 1T

T 2c S G2M S/G2M 2¢ s GZM S/GzM
0 95,5 3,3 1,2 2,75 96,1 2,8 1,1 2,56
24 93,2 4,0 2,7 1,48 94,1 3,4 2,5 1,36
48 93,8 2,4 3,7 0,65 93,5 3,1 3,4 0,91
72 94,9 2,0 3,1 0,61 94,3 2,8 2,9 0,97
96 95,2 2,4 2,4 1,0 95,7 2,6 1,7 1,53

Tabel 7.3.2.: Overzicht van de analyses van de DNA verde-—
lingen in normale epidermiscellen na een &&n-
malige PUVA behandeling met een dosis geliik
aan de M.E.D. bij twee gezonde proefpersonen
in relatie tot de tijd (uren).
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Klinisch niet aangetaste epidermis bij personen met psoria-
sis.

Bij 8B psoriasispatienten zijn, op een tijdstip dat de histo-
grammen van cellen uit met PUVA behandelde laesies duide-—
lijke veranderingen vertoonden, de DNA verdeling in kli-
nisch normaal uitziende epidermis bepaald. Bij allen blijkt
8-MOP alleen geen stijging van de G,oM fractie te geven. Deze
stijging treedt pas op bij de combinatie 8-MOP en UVA licht.
De ratio S/GoM daalt dientengevolge aanmerkelijk.

Tabel 7.3.3. geeft de gevonden waarden voor de ratio S/GZM
weer.

Tabel 7.3.3.

8-MOP alleen B-MOP + UVA
Pat no Ratio S/GQM Ratio S/GQM
1 2,69 ¢,88
2 3,07 0,77
3 3,15 0,98
4 2,88 1,31
5 3,73 1,0
6 4,40 0,98
7 2,67 1,61
8 1,59 0,90

Tabel 7.3.3.: Toont de ratio S§/GoM van klinisch niet aange-
taste epidermis bij 8 psoriasispatienten die
verscheidene malen 8-methoxypsoraleen alleen
en 8-methoxypsoraleen in combinatie met UVA
bestraling hebben ontvangen op een tijdstip
dat de histogrammen van cellen uit de met
PUVA behandelde psorasislaesies duidelijke
veranderingen vertoonden.

De stijging wvan de 4c piek geschiedt pas als de combinatie
8-MOP en UVA wordt toegepast. Tabel 7.3.4. geeft aan dat de
mate van toename van de 4c piek is gerelateerd aan de dosis
opvallend UVA. licht.
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Tabel 7.3.4.

geern Partiéle Volle
Uva belichting belichting
5 G, M S/GZM 5 GQM S/GZM S G,M S/GEM
1 ’ 1,8 2,17 4,5 2,7 1,67 4,4 4,0 1,10
2 p 1,2 3,00 4,2 2,8 1,50 5,4 4,9 1,10
3,6 1,7 3,82 3,8 2,3 1,22 5,3 4,3 1,23

Tabel 7.3.4.: Geeft de DNA distributie in de cellen uit
klinisch normale epidermis wvan drie psoriasis-
patienten die, in combinatie met 8-MOP, geen,
resp. partidle, resp. volle UVA belichting
hebben ontvangen.

Psoriasis.

Bij 10 van de 12 patienten met palmaire psoriasis treedt,
na een individueel sterk wisselende tijd, variérend wvan
enkele dagen tot twee weken, een zeer sterke stijging van
het percentage GoM op (fig. 7.3.1., tabel 7.3.5.). Het per-
centage GpM kan stijgen tot boven de 20%. Ondanks het feit
dat de PUVA therapie wordt gecontinueerd, zij het bij ver-
beteren van het klinisch beeld in een lagere frequentie,
daalt het percentage GoM weer (fig. 7.3.2.).

Tegelijkertijd treedt in het algemeen een relatief geringe
daling van het percentage S op. Dit percentage blijft lang-
durig, ook wanneer de behandelde psoriasisplek reeds lang
weer klinisch normaal uitziet en de PUVA behandeling is ge-—
stopt, op een hoog niveau (fig. 7.3.3.)}. De ratio S/G,M
daalt, door de sterke stijging van G;M, in een indivi%ueel
sterk wisselend tijdsbestek.

Het klinisch resultaat is bij 10 patienten goed, d.w.z. dat
de psoriasislaesie klinisch is verdwenen, bij twee patienten
treedt echter shnel een recidief op. Twee patienten reageer-
den noch klinisch, noch flowcytometrisch op de PUVA therapie
{tabel 7.3.5.).
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Tabel 7.3.5.

No M/V Leeftijd Begin stij- Begin kli- Klinisch eind-

ging G2M nisch effect resultaat

1 M 52 2 2 goed

2 v 21 10 5 goed,snel rec.
3 M 50 geen geen geen effect

4 M 37 7 7 goed

5 M 47 6 10 erytheem rest
6 M 47 14 19 goed

7 M 67 geen geen geen effect

8 M 17 3 3 goed

9 v 57 13 12 goed

10 M 28 3 5 goed

11 v 31 10 9 goed

12 M 80 2 4 goed,snel rec.

Tabel 7.3.5.: Geeft voor de met PUVA behandelde patienten
met palmaire psoriasis het eindresultaat van
de behandeling weer, alsmede de tijdsinter-
vallen in dagen tussen aanvang van de therapie
en het begin van de stijging van de 4c piek
en resp. het begin van het klinisch effect.
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Fig. 7.3.1.

o ) 4B - - 188 128

Fig. 7.3.1.: toont de zeer sterke toename van de 4c piek in
het DNA histogram van cellen uit een psoriasis-
laesie die meermalen met PUVA is behandeld.

Fig. 7.3.2.

Laesie
Niet aangetaste huid

tijdstip wvan PUVA be-
straling

% Gyht

Fig. 7.3.2.: Toename en afname van het percentage G,M in de
DNA histogrammen van cellen uit psoriasislae-

sie en nilet aangetaste epidermis na PUVA behan-
deling.
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Fig. 7.3.3.
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Fig. 7.3.3.: Overzicht van het verloop van de percentages
S en G,M in DNA histogrammen van celsuspensies
uit me% PUVA behandelde psoriasislaesies en uit
klinisch niet aangetaste epidermis, die geen
behandeling heeft gekregen, bij &én psoriasis-
patient in het verloop wvan de tijd.

DISCUSSIE.

Sinds Parrish et al. (1974) over de succesvolle behandeling
van psoriasis met B8-MOP en UVA stralen berichtten, heeft
PUVA therapie zich een belangrijke plaats verworwven bij de
behandeling van psoriasis (Wolff et al.,1981). PUVA behan-
deling heeft ondermeer inhibitie van de celproliferatie tot
gevolg (Kenicer et al.,1981), waarbij momenteel nog niet
met zekerheid bekend is of de inhibitie wan de DNA synthese
een direct gevolg van DNA beschadiging is of het resultaat
van effecten in andere systemen (Bishop & Gray,1981).

Uit de resultaten van de hier verrichte metingen kan worden
geconcludeerd dat de flowcytometrische methode gevoelig ge-
noeg is om subtiele veranderingen in DNA distributie tijdens
de behandeling van de epidermis met PUVA te registreren.
Bovendien geeft zij nieuwe informatie die autoradiografische
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methoden niet bieden.

Een é&nmalige PUVA behandeling van een normale epidermis
geeft een voorbijgaande sterke stijging van de GyM fractie.
De S fractie lijkt kortdurend enige stijging te ondergaan.
Ook klinisch niet aangetaste huid bij personen met psoria-
sis vertoont een stijging van de GyM fractie. 8-MOP alleen
geeft geen toename van de 4c piek. De mate van stijging van
de 4c piek in de histogrammen van cellen uit klinisch nor-
male huid 1ijkt bij de individuele patient afhankelijk van
de hoeveelheid Joules/cm® die op de epidermis valt. Dit is
in overeenstemming met de bevindingen van Kriiger et al.
(1978) dat de mate van fototoxiciteit voornamelijk afhanke-
1liik is wvan de dosgis UVA.

Na een individueel bepaalde tijd na aanvang van PUVA behan-
deling van psoriasiscellen treedt een zeer sterke stijging
van de G,M fractie op. Ondanks continueren van de PUVA the-
rapie daalt het percentage GyM vervolgens weer.

De sterke toename van de GpyM fractie betekent een ophoping
van cellen in de G, fase. Dat late S cellen een bijdrage
aan de 4c piek leveren kan niet worden ultgesloten. De zich
in de G, fase ophopende cellen zijn afkomstig uit de § fase.
Omdat de S fase uiteindelijk niet leegloopt kan er geen
sprake zljn van een totaal irreversibel blcok in de G, fase.
Wel kan de tijdelijke toename wverklaard worden door het
feit dat een deel van de proliferende cellen irreversibel
in de G, fase wordt geblokkeerd. De waargenomen daling van
de G-M piek wordt vervolgens veroorzaakt doordat de geblok-
keerée cellen uit de populatie worden wverwijderd door lysis
of migratie naar het huidoppexrvlak. Het therapeutisch ef-
fect van de PUVA behandeling op de prolifererende celpopu-
latie in een psoriasisepidermis bestaat kennelijk uit eli-
mininatie van een aantal cellen uit deze populatie en wel
in de G, fase van de celcyclus.

Ondanks het continueren van de PUVA behandelingen treedt

na de daling van de G3M fractie niet opnieuw een stijging
op. De oorzaak hiervan is ons niet duideliijk. Mogeliijk dat
het repair mechanisme, dat door meerdere auteurs na PUVA
behandeling is aangetoond {Lata et al.,1981; Honigsmann et
al.,1981), door enzyminductie beter functioneert.

Het percentage S in de laesie daalt slechts langzaam en
blijft ook in de klinisch weer normaal uitziende huid rela-
tief hoog. Oock in de belichte niet aangetaste huid is dit
percentage verhoogd. Het effect van PUVA behandeling van

de proliferende celpopulatie is wat de S fractie betreft
soms nog tot 40 dagen na de laatste PUVA behandeling nog
aantoonbaar.

Op grond van de optredende verbetering in klinisch beeld is
een daling van het percentage S te verwachten. Deze daling
treedt wel op, maar is vrij gering. Uit figquur 7.3.3. blijkt
dat de ratio S/GZM in de voormalige laesie groter is dan die
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in de overige niet aangetaste epidermis. Hieruit kan gecon-
cludeerd worden dat de relatieve duur van de S fase langer
wordt. Een verlenging van de S fase duur resulteert in de
flowcytometrische metingen in een hoger percentage S.

Bij autoradiografisch onderzoek wordt een toename van de
incorporatie wvan gemerkt thymidine in met PUVA behandelde
monsters gevonden, welke wordt toegeschreven aan repair me-
chanismen in door PUVA beschadigd DNA (Epstein & Fukuyama,
1975; Lata et al.,1981). Met de flowcytometer worden deze
herstelwerkzaamheden aan het DNA niet gemeten, daar de cel-
len waarin het DNA wordt hersteld een 2c hoeveelheid DNA
blijven bevatten.

Over het verhoogde percentage 5 kan met behulp van de flow-
cytometer geen zekere uitspraak worden gedaan omdat bij deze
methode de hoeveelheid DNA per cel wordt gemeten en niet de
syntheseactiviteit.

De ophoping van cellen in de G, fase treedt blijkbaar pas
op wanneer een individueel bepaalde drempel is owerschreden.
Ofschoon er een duidelijke correlatie is tussen de toename
van het percentage GpM in de histogrammen en de klinische
verbetering, kan de doelstelling dat in het histogram van
te voren de te verwachten klinische wverbetering kan worden
waargenomen en voorspeld, niet worden bereikt.

De laatste tijd bestaat er discussie of PUVA therapie recht-
streeks in de epidermis aangrijpt of via andere systemen
werkt. De ophoping van cellen in de G, fase wijst op een
directe beschadiging van de prolifererende keratinocyten
door PUVA, hetgeen niet uitsluit dat PUVA ook aangrijpings-
punten in andere systemen, b.v. het immunologische systeem
heeft. Dit kan met de hier gebruikte methode niet worden
opgehelderd.
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7.4.

RONTGENBESTRALING.

INLEIDING.

In het verleden is r&ntgenbestraling, waak in sterk uiteen-
lopende doses, frequent toegepast bij de behandeling van
psoriasis. De laatste jaren wordt deze therapie in toenemen-
de mate gereserveerd voor hardnekkige plagques die geenzins
op de normale therapie reageren (Braun-Falco & Lukacs,1973;
RSntgencommissie NVvD,1976).

Empilrisch is gebleken dat 100 R, drie doses met tussenpausen
van een week, een dgunstig therapeutisch resultaat hebben.

De absorptie van r8ngenstralen in een parakeratotische pso-
riasis hoornlaag is groter dan in een normale hoornlaag zo-
dat de reststraling onder het niveau van de epidermis bij
psoriasislaesies kleiner is dan onder normale epidermis
(Steigleder & Raab,1962). De gevaren van réntgenbehandeling
van benigne dermatosen zijn gering en in de moderne derma-
tologie geaccepteerd mits aan een aantal voorwaarden wordt
voldaan (Goldschmidt,1978).

MATERIAAL EN METHODE.

Bij vijf personen, allen mannen, is een geisoleerde hand-
palmgrote psoriasis vulgaris plek op romp of arm bestraald.
De dosis per bestraling bedroeg 100 R (30 KV, 0,30 Al, FHA:
30 em). Bij twee personen is deze bestraling na 1 en 2 we-
ken herhaald. Bij 2 patienten vond herhaling na 1 en 3 we-
ken plaats, terwijl bij de laatste patient deze therapie
werd herhaald op het tijdstip waarop het percentage GpM

weer de ultgangswaarde had bereikt. De omgevende huid is

met lood afgedekt. Alle patienten waren onder klinische be-
handeling voor hun psoriasis. Op de overige psoriasislaesies
werd cignoline pasta in stijgende concentraties geappliceerd.
Op de geisoleerde bestraalde psoriasisplek alsmede op de
naaste omgeving is geen lokale therapie toegepast. Geen van
de patienten had orale of parenterale medicamenten.

De bestraling vond plaats met een Philips RT-100 RSntgenap-
paraat. Het voltage, het filter en de FHA zijn zodanig ge-
kozen dat meer dan 9%0% van de straling nog aanwezig is ter
hoogte van de basaalmembraan, terwijl op 10 mm onder het
huidoppervlak nog slechts ongeveer 20% van de straling res-
teert.

Dagelijks zijn monsters voor flowcytometrisch onderzoek vol-
gens de standaardmethode afgenomen. De proliferatiepatronen
van de biopten zijn op de in hoofdstuk 3 beschreven wijze
bepaald.

138



T.4.3.

RESULTATEN.

In de DNA histogrammen wan op bovengencemde wijze bestraal-
de psoriasiscellen treedt bij alle onderzochte patienten
een snelle stijging van het percentage GpM op. Na 3-4 da-
gen wordt een maximum bereikt waarna het percentage in en-
kele dagen weer daalt tot de uitgangswaarde. Fig. 7.4.1.
toont een voorbeeld van deze toename en afname van GyM fase
cellen in de DMA histogrammen na r&ntgenbestraling.

Het percentage Go;M fase cellen in de DNA histogrammen wvan
epidermiscellen afkomstig uit een met dithranol behandelde
psoriasislaesie, alsmede uit de klinisch normale huid, die
geen behandeling heeft ondergaan, vertoont geen reactie op
de bestraling (fig. 7.4.2.).

Fig. 7.4.2.:
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Fig. 7.4.2.: De percentages cellen in de GyM fase in de
DNA histogrammen na r&ntgenbestraling (RY)
{100R, 0,30 Al, 30 Kv, 30 cm FHA), dithrancl
applicatie (cignoline in stijgende concentra-
ties) (cig) en van klinisch niet aangetaste epji-
dermis {c}.

Synchroom met de toename van het aantal G,M fase cellen ont-
staat in de DNA histogrammen een sterke ddling van het aan-
tal S fase cellen. Het percentage S bereikt een minimum wan-
neer G,M maximaal is en stijgt daarna weer geleidelijk tot
de uitgangswaarde (fig. 7.4.3.).
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Fig. 7.4.3.: Overzicht van het verloop van de percentages
S5 en GsM in de DMA histogrammen in het wverloop
van de tijd na bestraling met 100 R (30 Kv,
0,30 Al, FHA: 30 cm).

Een tweede rdntgenbestraling geeft opnieuw deze effecten.
Na enkele bestralingen stijgt het percentage 8 niet meer .om
uiteindelijke een niveau te bereiken van klinisch niet aan-
getaste epidermis bij psoriasis.

Het tijdsinterval dat nodig is om de GsM fractie weer de
ultgangswaarde te laten aannemen lijkt " na elke bestraling
toe te nemen {(fig. 7.4.4.).

In de klinisch niet aangetaste, niet behandelde huid worden
geen veranderingen in percentage 8 en G,M waargenomen.

Een vrijwel uniform patroon wordt bij alle onderzochte pa-
tienten gezien, zij het dat de bereikte maxima en minima
individueel verschillen.

Het rdntgeneffect is goed zichtbaar te maken door de ratio

S/GZM voor te stellen als functie van de tijd (fig. 7.4.5.)
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Fig. 7.4.4.
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Fig. 7.4.4.:
men van celsuspensies uit psoriasislaesies die
met r&ntgenstralen resp. dithranol (cignoline)
z1ijn behandeld.
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toont de ratio S/G2M als functie van de
tijd na bestralingen met 100 R (30 KV, 0,30

Al, FHA: 30 cm).

Fig. 7.4.5.:
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T.4.4.

DISCUSSIE.

Voor het wverkrijgen van inzicht in de eventuele effedten
van rfntgenbestraling op de celkinetiek van humane epider-—
miscellen zou het wenselijk geweest zijn de effecten van
een &&nmalige rdntgenbestraling op normale huid te onder-
zoeken. Hiervan is echter om ethische redenen afgezien.

De flowcytometrische methode is gevoelig genoeqg gebleken
om de veranderingen in DNA distributie in met r&ntgenstra-
len behandelde psoriasislaesies te registreren.

Een snelle stijging van het aantal cellen in de G,M fase
wordt binnen 24 uur gezien bij alle onderzochte patienten.
Na 72-96 uur wordt een maximum bereikt waarna een daling
optreedt. Daar deze stijging noch in de met dithranol be-
handelde laesie, noch in de normaal uitziende huid optreedt,
is het aannemelijk dat zij berust op réntgenbestraling. Dit
is in overeenstemming met de stijging van de GoM fractie ge-
vonden na r&ntgenbestraling door Crissmann et al. (1975).
Ook interne straling door b.wv. H¥*-thymidine geeft een sterke
toename van het aantal cellen in de G2M fase, waarbij de
grootte en de duur van de toename afhankeliijk ig van de hoe-
veelheid geincorporeerde radioactiviteit (Fingerhut et al.,
1980; Baisch & BS8hmer,1980).

Hoewel de Gp cellen niet van M cellen kunnen worden onder-
scheiden met behulp van de flowcytometer, wordt aangenomen
dat verreweg de meeste cellen in deze toegenomen G,;M frac-
tie G, cellen zijn, omdat bij microscopisch onderzoek geen
sterké toename van het aantal mitosefiguren wordt gezien.
De mogelijkheid dat late S fase cellen een bijdrage leveren
aan de GyM piek kan niet worden ge&limineerd.

Niet alle fasen van de celcyclus zijn even gevoelig voor
réntgenstralen. Fidorra & Linden vinden dat de overgang
5-G, en de vroege G, fase het meest gevoelig wvoor rdntgen-
stralen zijn. Het midden van de Gy fase is in hun experimen=
ten het minst gevoelig voor deze bestraling.

Behalve een stijging van het aantal tetraploide cellen ver-
tonen de DNA histogrammen van alle onderzochte patienten
tevens een zeer snelle daling van het aantal cellen in de

5 fase, gevolgd door een stijging na 48-72 uur. In de ons
bekende literatuur hebben we geen bevestiging van een der-
gelijke kortdurende verandering in de § fractie kunnen vin-
den. In onze experimenten loopt de S5 fractie kennelijk op
korte termijn leeg. Volgens Baisch & BOhmer (1980) zou in~
terne straling geen effect hebben op de progressle van de
cellen door de § fase. Het is mogelijk dat de cellen rever-
sibel worden gehinderd de synthese van DNA te beginnen. Wan-
neer dit relatief kleine percentage cellen opgaat in de 2c¢
piek komen deze cellen niet tot uiting in de DNA histogram-
men.
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SAMENVATTING.

In HOOFDSTUK 1 wordt een beknopt overzicht gegeven van het
ziektebeeld psoriasis, waarbij slechts op enkele aspecten
van dit complexe phenomeen wordt ingegaan teneinde de niet
met deze aandoening bekend zijde lezer enige kennis van de-
ze huidafwiiking te bieden.

In HOOFDSTUK 2 wordt een literatuurowverzicht van in de loop
der jaren toegepaste methoden ter bestudering van de celki-
netiek gegeven, toegespitst op normale humane epidermis en
psoriasis. De door diverse auteurs gevonden waarden voor
celcylcustijden en turnovertijden wan normale epidermis lo-
pen sterk uiteen en zijn op onderdelen tegenstrijdig.

Bij psoriasis zijn alle auteurs het erover eeng dat de pro-
liferatieactiviteit is verhoogd, zij het met forse wverschil-
len in toename. De meningen over de duur van de synthesefa-
se van een prolifererende psoriasiscel ziijn tegenstrijdig.
Over een verkorting van de totale celcyclustiijd bij psoria-
sig, zij het ook weer in wisselende mate, zijn alle auteurs
het eens.

De flowcytometrische onderzoeken naar celkinetische aspec-
ten van normale en pathologisch veranderde humane epidermis
zijn beperkt in de literatuur maar bieden goede mogelijkhe-
den tot statistisch meer betrouwbaar celkinetisch onderzoek.

In HOOFDSTUK 3 wordt de in dit onderzoek gebruikte flowcyto-
metrische methode uiteengezet. De flowcytometer, de afname
techniek, de bewerking van het monster, de analyse van de
gegevens en een aantal moeilijkheden bij de interpretatie
worden achtereenvolgens beschreven.

In HOOFDSTUK 4 worden de DNA distributies in normale humane
epidermis vermeld. De invloed van het geslacht, de leeftijd
en de plaats op het lichaam is onderzocht. Tevens is geke-
ken naar wverschillen in DNA verdeling tussen twee specifieke
tijden wvan het jaar.

Uit de verkregen waarden 1s een schatting gemaakt van de
turnovertijd van het levend epitheel (18,5 dagen) en de ge-~
middelde celcyclustijd (139 uur) van een normale keratino-
cyt.

In HOOFDSTUK 5 worden de DNA distributies in psoriasis vul-
garis, onrustige psoriasis en psoriasis pustulosa vermeld.
De onderlinge verschillen in percentage cellen in de 5 en
G.M fase zijn significant tussen deze drie vormen van pso-
riasis.

Vergeleken met normale epidermis is bij psoriasis de varia-
tie in de indiwviduele specimens groot. De intra- en inter-

151



individuele variantie alsmede de intralaesionale wvariantie
is onderzocht. De individuele subpopulaties blijken signi-
ficant meer homogeen te zijn dan de totale populatie. Bin-
nen eenzelfde laesie zijn er in de hier onderzochte para-
meters geen verschillen tussen rand en centrum van de lae-
sie.

In de klinisch niet aangetaste epidermis bij personen met
pgoriasis is de DNA distributie significant verschillend
van die in normale epidermis en in psoriasis. Het percen-
tage 5 en G,M heeft waarden tussen die van normale huid en
van psoriasis in.

Ook wvoor een psoriasiscel is uit de verkregen waarden een
schatting gemaakt van de celcyclustijd (67 uur) en de turn-
overtiijd (5,5 dagen).

In HOOFDSTUK 6 zijn de DNA distributies in klinisch niet
aangetaste epidermis en in laesies van neurodermitis, li-
chen ruber planus en m. Darier onderzocht.

Bij lichen ruber planus en m. Darier is er geen verschil
tussen laeslie en normaal uitziende huid; bij neurodermitis
is het percentage cellen in de 5 fase significant hoger in
de laesie.

Normale epidermis verschilt in de hier onderzochte parame-
ters niet van de normale epidermis bij deze drie huidaan-
doeningen.

Neurodermitislaesies verschillen significant voor de S en
GyM fractie van de celcyclus van de overeenkomstige fracties
van zowel normale epidermis bij contrcle personen als van
psoriasislaesie.

Lichen ruber laesie verschilt niet wvan normale epidermis.
Bij m. Darier zijn de verschillen in de onderzochte para=:
meters van de celcyclus net significant verschillend van

die wvan normale epidermis.

Psoriasis verschilt in percentage S van alle drie dermatosen.

In HOOFDSTUK 7 zijn met behulp van de flowcytometer de the-
rapie-effecten van dithranol applicatie, Goeckerman therapie,
PUVA behandeling en réntgenbestraling op een psoriasislae-
sie bepaald.

Dithranol applicatie blijkt een asymmetrie wvan de rechter
flank van de 2c piek te geven. Voor deze asymmetrie zijn
meerdere oorzaken denkbaar. Het feit dat ook de 4c¢ piek een
asymmetrische rechter flank vertoont doet ons ertoe neigen
een voorkeur uit te spreken voor de hypothese dat onder in-
vloed van dithranol applicatie een subpopulatie keratinocy-
ten ontstaat die een afwijkende kleuringskarakteristiek
heeft.

In de psoriasiscellen afkomstig uit laesies die een Goecker-—
man behandeling hebben ondergaan wordt slechts een minimale
daling van het percentage S en Go,M gezien.

Een &&nmalige PUVA behandeling van normale epidermis geeft
een tijdelijke toename van de 4c piek. Ook in psoriasiscel-
len treedt na dagelijks PUVA bestralingen na een individu~
eel bepaalde tijd, een sterke stijging van de G2M fractie op.
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In de klinisch niet aangetaste epidermis blijkt de grootte
van deze toename afhankeliijk te zijn wvan het aantal Joules/
cm? opgestraald UVA licht. Het therapeutische effect van
PUVA 1ijkt te bestaan uit eliminatie in de G; fase van een
aantal cellen uit de prolifererende populatie.

Ook in de DNA histogrammen van celsuspensies van eenmalig
met r&ntgenstralen behandelde psoriasislaesies treedt een
sterke stijging van het percentage GoM op. Na enkele dagen
daalt dit percentage weer tot de uitgangswaarde. Synchroon
met de toename van het aantal G,M fase cellen ontstaat een
sterke daling van het aantal DNA synthetiserende cellen.
Het percentage S bereikt een minimum wanneer GsM maximaal
is en stijgt vervolgens weer. Een tweede bestraling geeft
opnieuw deze effecten. Na enkele bestralingen stijgt het
percentage S niet meer om uiteindelijk een niveau te berei-
ken van klinisch niet aangetaste epidermis bij psoriasis.
Het tijdsinterval dat nodig is om de G,M fractie weer de
uitgangswaarde te laten aannemen lijkt na elke bestraling
toe te nemen. De tijdelijke toename van cellen in het G,M
compartiment kan verklaard worden docor aan te nemen dat een
deel van de de celcyclus doorlopende celpopulatie irreversi-
bel in de G, fase wordt geblokkeerd. De hieropvolgende da-
ling wordt 3an veroorzaakt door lysis of door migratie van
de geblokkeerde cellen naar het huidoppervlak.
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SUMMARY.

In CHAPTER 1 a short review is presented of the syndrome
psoriasis. Only some aspects of this complex phenomenon are
discussed.

In CHAPTER 2 a synopsis is given of the literature concer-
ning the methods applied throughout the years, to study
cell kinetics of normal human epidermis and psoriasis.
Cell cycle times and turnover times of normal epidermis as
calculated by different authors, differ significantly and
gome of the results are even contradictory. In case of pso-
riasis all authors agree on an increased proliferation ac-
tivity, although with rather diverging wvalues. Opinions on
the duration of the 5 phase of a proliferative psoriatic
cell are contradictory. All authors agree however that the
cell cycle time of psoriatic keratinocytes is shorter,
though this is difficult to establish guantitatively.

The flow cytometric studies of cell kinetics of normal and
pathologically changed human epidermis are rare in litera-
ture, but they offer good possibilities towards statisti-
cally more reliable cell kinetic research.

In CHAPTER 3 the flow cytometric method as used in this
study is outlined. The flow cytometer, the sampling tech-
nigue, the preparation of the sample, the analysis of the
data and a number of difficulties in interpretation are
successively described.

In CHAPTER 4 flow cytometric measurements cof the DMA con-
tent are performed on a large number of skin biopsies of
normal human epidermis.

The influence of sex, age and body-site is examined. More-
over, differences in DNA distribution between two specific
times of the year have been looked into.

Crude estimations of turnover time of the viable epidermis
(18,5 days) and of the mean cell cycle time (139 hours) of
normal keratinocytes have been made.

In CHAPTER 5 the DNA distributions in psoriasis wvulgaris,
unstable psoriasis and psoriasis pustulosa are reported.
The differences in percentages of cells in the 5 and G,oM
phases are significant between these three types of psori-
asis. Compared to normal skin the wvariation between the in-
dividual specimens is rather large. The intra- and inter-
individual variance as well as the intralesional variance
have been examined. The individual subpopulations are sig-
nificantly more homogeneous than the total population.

No significance of possible differences between rim and cen-
tre of the lesion could be detected.

In uninvolved skin of patients with psoriasis the DNA dis-
tribution differs significantly from those of psoriasis le-
sion and normal skin.

The values obtained for the percentages of S and GyM cells
of uninvolved skin are found in between those of normal

154



skin and psoriasis.
The turnover time of psoriatic skin (5,5 days) and the cell

cycle time (67 hours) of the psoriatic keratinocytes have
been estimated.

In CHAPTER 6 the DNA distributions in lesions and in unin-
volved skin of patients with neurodermatitis, lichen ruber
pPlanus and morbus Darier (dyskeratosis follicularis) are
presented. Lichen ruber planus and m. Darier show no diffe-
rence between involved and uninvolved skin. In involved
skin of neurodermatitis the percentage of S phase cells is
significantly elevated.

The significance of possible differences between the invol-
ved and uninvolved skin of these three dermatoses and nor-
mal and psoriatic skin is successively discussed.

In CHAPTER 7 changes in DNA distribution in psoriatic skin
during different types of therapy are investigated.

During dithranol therapy a temporal asymmetry of the right
flank of the 2Zc peak was observed. Several explanations for
this phenomenon are possible. We would like to beliewve that
application of dithranol stimulates the devellopment of a
subpopulation of psoriatic keratinocytes with abnormal co-
lour characteristics.

Psoriatic cells treated with Goeckerman regimen show only
minor changes in the percentages of cells in 8 and GyM.

The effect of a single dose of PUVA on normal keratinocytes
is a temporal increase of the percentage 4c cells.

In psoriatic cells an increase in the percentage of G,M

was measured following daily PUVA treatments. However there
were differences in individual response.

In uninvolved skin the rate of increase depends on the dose
of UVA light.

The therapeutic effect of PUVA seems to consist of a removal
in the G2 phase of a part of the proliferative cells from
the population.

After a single dose of x-rays we observe an increase in the
percentage GpM, reaching a maximum value after 3-4 days.
Thereafter the percentage G;M steadily drops. Synchronously
a sharp decrease in the percentage S ig observed, the lowest
point of which coincides with the highest point of G,M. There-
after the percentage S increases towards its original value.
% second radiation dose produces simular effects, although
the maxima and minima are less marked. After several radi-
ation doses the percentage S shows no increase anymore and
will reach a level comparable to that of uninvolved psoria-=
tic skin and it takes a longer time for the GyM to become
normal again. The temporal increase of cells in G M after
x-ray radiation can be explaned by assuming that a fraction
of the cycling cells is being irreversibly blocked in the

G, phase of the cell cycle and that the gradual removal of
tﬁe blocked cells from the population is taken place by ly-
sis or migration to the skin surface.
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NAWOORD.

De auteur dankt allen die direct of indirect hebben bijge-
dragen aan de tot stand koming van dit proefschrift.

In het bijzonder wil ik bedanken Prof. Dr. W.J.B.M. van de
Staak en Dr. F.W. Bauer. Zonder de steun van de eerste en
het geduld van de laatste zou dit proefschrift het levens-
licht niet hebben aanschouwd.

Gaarne wil ik noemen Prof. Dr. J.W.H. Mali die mij tijdens
mijn opleiding tot dermatoloog in de gelegenheid heeft ge-
steld het wetenschappelijk werk te verrichten dat tot dit
proefschrift heeft geleid.

Ing. G.J. de Jongh en Ir. J.B.M. Boezeman dank ik voor hun
vele arbeid betreffende de statistische bewerking van de
verkregen meetresultaten.

Ock ben ik dank verschuldigd voor de consistente medewer-
king die ik heb mogen ondervinden van Mevr. R.M. Maassen-
De Grood bij het laboratoriumwerk emn van Mevr. W. Verbeeck-
Silla die de basisversies van dit proefschrift heeft getypt.
Zeker wil ik niet vergeten Marion Teunissen wvoor het vele
werk besteed aan het uittypen van de uiteindeliljke tekst.
Tenslotte een zeer speciaal woord van dank aan mijn vrouw
Rini die mij met raad en daad terzijde heeft gestaan en aan
miin dochters Laurence en Anne-Claire die steeds voor de
nodige afleiding hebben gezorgd. Zeer in het bijzonder ben
ik ook dank verschuldigd aan de vele patienten die door hun
grote bereidwilligheid de vaak vele benodigde huidmonsters
beschikbaar te stellen een conditic sine qua non vormden
voor de realisatie van dit proefschrift.
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CURRICULUM VITAE

De auteur van dit proefschrift werd geboren op 26 december
1948 te Bunde.

In 1967 behaalde hij het einddiploma gymna31um beta aan het
Henric van Veldeke College te Maastricht. )

Daarna studeerde hij geneeskunde aan de Rijksuniversiteit
Leiden, waar op 2 april 1972 cum laude het doctoraalexamen
en op 21 juni 1974 het artsexamen werd behaald.

Na een korte periode als waarnemend huisarts was hij tot
augustus 1975 werkzaam als dienstplichtig militair arts,
terwijl in deze periode tewvens een assistentschap interne
geneeskunde ({T.M.J. Ottenhoff, Breda) werd vervuld.

In augustus 1975 starte hij met de opleiding tot dermato-
loog in de Uniwversiteitskliniek voor Huidziekten te Nijme-
gen (hoofd: prof. Dr. J.W.H. Mali). Registratie als derma-
toloog wond plaats op 11 augustus 1979.

Sedertdien wordt de dermatologische praktijk uitgecefend in
associatief verband met A.J.M. Penders en volgde aanstel-
ling als staflid in het Canisius-Wilhelmina Ziekenhuis te
Mijmegen (Directeur-Geneesheer: W.Th.F. Filippini).

159





