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Liken Planopilarisde CK15, CD34,
Nestin ve CD200 Ekspresyonlari

Expressions of CK15, CD34,
Nestin and CD200 in Lichen Planopilaris

Amag: Liken planopilarisde etyopatogenez henUz tam olarak bilinmemekte,
inflamasyonun pilosebase Unitenin tUmsek bdlgesindeki kék hicrelere bitisik bdlgesine
yOnlendigi dUsUnUlmektedir. Bu calismada liken planopilarisde folikilde hangibdlgelerin,
ya da hangi yapidaki hUcrelerin hasara ugradigini aciklamaya katkida bulunmak
amaciyla CK15, CD34, nestin ve CD200 immuUnohistokimyasal ekspresyon paternlerini
tanimlamak hedeflenmistir.

Yontemler: Calismaya klinik ve histopatolojik olarak liken planopilaris tanisi almis
10 hastanin saglam ve hastalkl sach deri érnekleri ve sac hastaligr bulunmayan,
sebase kist nedeniyle cerrahi operasyon gecirmis 9 kisiden elde edilen sach deri doku
ornekleri alindi. TUm 6rneklere CK15, CD34, nestin ve CD200 primer antikorlari ile rutin
immuUnohistokimyasal islem uygulandi. Boyanmis kesitler ekspresyon siddeti; ekspresyon
yok (-) ile kuvvetli ekspresyon (++) arasinda derecelendirildi.

Bulgular: CK15, CD34 ve CD200 ekspresyon paterni kontroller ve hasta drneklerinde
benzerdi. Nestin ekspresyonu hasta 6rneklerinde sadece tUmsek altl bodlgede daha
zayiftl.

Sonug: CK15, CD34, nestin ve CD200 ekspresyonlannda hasta drneklerinde belirgin
farkliliklar géstermemesi, bu belirteclerin kil folikUIU siklusunun farkll evrelerinde ve hicre
differansiyasyonlarina goére farkl ekspresyonlar gdsterebilecedini ve hastaligin aktivitesi
ile iliskili ekspresyonlarn degisip degismediginin daha genis serilerde degerlendirimesi
gerektirdigini disundUrmustar.

Anahtar kelimeler: Alopesi, liken planopilaris, CK15, CD34, CD200, nestin

Abstract

Objective: The etiopathogenesis of lichen planopilaris is not known well and and it is
thought that inflammatory infiltfrate heads towards to the region adjacent to stem cells
on bulge region of pilosebaceous unit. In this study, it was aimed to describe CK15,
CD34, nestin and CD200 expression patterns in patients with lichen planopilaris in order
to contribute describing which parts or cell types in the follicle were damaged.
Methods: In this study, affected and healthy scalp specimens of 10 lichen planopilaris
patients and scalp specimens of 9 patients undergoing surgical excisions due to
sebaceous cysts were included. Routfine immunohistochemical analysis of CK15, CD34,
nestin and CD200 primer antibodies were performed fo all tissue samples. Stained
slides were graded according fo expression intensity from no expression (-) to strong
expression (++).

Results: CK15, CD34 and CD200 expression patterns were similar in confrols and patient
lesional samples. Nestin expression only decreased in the sub-bulge area in patient
lesional samples.

Conclusion: The absence of apparent differences in the CK15, CD34, nestin and
CD200 expressions of affected scalp samples of patients suggests that these markers
may display different expressions at different stages of the hair follicle cycle and cell
differentiation and further studies are necessary to figure out whether these expressions
are changed with the activity of the disease.

Keywords: Alopecia, lichen planopilaris, CK15, CD34, CD200, nestin
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Giris

Liken planoplaris (LPP) primer skatrisyel alopesiler (PSA)
arasinda yer alan, histopatolojik olarak perifolikiler
lenfohistiyositik inflamatuvar reaksiyon ile karakterize olan,
sacliderinin nispetenazgorilen bir hastaligidir (1-3). Folikllin
sabit Ust kisminda, arektor pili kasinin folikuler kilifa baglanma
yerine komsu epitelyal bolge, folikll timsek bolgesi olarak
bilinmektedir. Bu bolgedeki hiicrelerinin, kok hiicre benzeri
ozelliklere sahip oldugu ve kil folikiltiniin yenilenmesinde
onemli rol oynadiklan distntlmektedir. Bu bolgenin kil
foliktlt kok hicreleri icin bir nis olusturdugu gosterilmistir
(4). PSA'larda inflamasyonun pilosebase Unitenin tiimsek
bolgesinde bulunan kok hiicrelerine yoneldigi, kok hiicrelerin
hasarlanmasinin kil folikllinun kalici olarak yok olmasina
neden oldugu dusinilmektedir (3,5).

Sitokeratin 15 (CK15) gliniimiizde, kil timseginde yer alan
kok hicreler icin en iyi belirteclerden biridir (6). CK15%e ek
olarak CD34, nestin ve CD200 kil folikili tlimsegindeki
keratinositlerde ekspre edilmesiyle bu anatomik lokalizasyonu
belirlemek icin kullanilan diger belirteclerdir (7-10).

Bu calismada LPP hastalarinda, folikiilde hangi bdlgelerin
hasara ugradigini aciklamaya katkida bulunmak amaciyla
CK15, CD34, nestin ve CD200ln imminhistokimyasal
ekspresyon paternini tanimlamak hedeflenmistir.

Yontemler

Calismanin  etik onayr  Akdeniz  Universitesi  Tip
Fakultesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan alindi (no:
B.30.2.AKD.0.20.05.06/81). Calismaya katilan tim hasta
ve kontrollerden bilgilendirilmis gonllli  onam formu
alindi. Calismaya sa¢ hastaliklari Unitesine sa¢ dokilmesi
yakinmasiyla basvuran, klinik olarak LPP tanisi alan ve son 2
aydir sistemik, son 1 aydir ise topikal tedavi almayan, mevcut
hastaligi disinda diger yonlerden saglikli 10 hasta alindi. Ayrica
sa¢ hastaligi bulunmayan, sebase kist nedeniyle genel cerrahi
polikliniginde cerrahi operasyon gecirmis 9 kisiden elde
edilen, herhangi bir hastalik belirtisi gostermeyen, normal kil
folikulleri iceren ve histopatolojik olarak normal sach deri kabul
edilen doku ornekleri kontrol grubunu (Kontrol A) olusturdu.
Hastalarin klinik olarak aktif gorilen ve histopatolojik olarak
da LPP tanisina uyan hastalikli sacli deri bolgelerinden ve ayni
zamanda hastalik belirtisi gostermeyen, histopatolojik olarakta
normal saptanan sacli deri bélgelerinden (Kontrol B) birer adet
insizyonel biyopsi alindi. Her iki kontrol grubunu olusturan
orneklerin temininde sac¢h deride androgenetik alopesiden
etkilenmemis bolge lokalizasyonu tercih edildi. Hasta se¢imini
takiben biyopsilerin alinmasi ve birinci kontrol grubunu
olusturan doku 6rneklerin saglanmasi sonrasinda tim kesitlere
standart protokol ile CK15, CD34, nestin ve CD200 primer
antikorlari ile rutin immiinohistokimyasal islem uygulandi
(Tablo 1). Boyanmis kesitler Zeiss-Axioplan 15tk mikroskobunda
degerlendirildi. Ekspresyon siddeti; ekspresyon yok (),
zayif ekspresyon (-/+), orta siddetli ekspresyon (+), kuvvetli
ekspresyon (++) olacak sekilde 4 derecede belirlendi.

Bulgular

Kontroller (A,B) ve hasta orneklerinde, epidermiste bazal
tabaka hicrelerinde CK15 ekspresyonu saptandi. Bu

ekspresyon hasta Orneginde daha azdi (Tablo 2, Sekil
1). Timsek bolgesinde en dis tabaka dis kok kilifi (DKK)
hiicrelerinde kuvvetli CK15 ekspresyonu izlendi. Kuvvetli
boyanmanin tiim folikll boyunca tim seviyelerde benzer
sekilde érneklerin hepsinde devam ettigi saptand. ic koék
kihfi (iKK) hiicrelerinde daha zayif olan CK15 ekspresyonu
tiimsek bolgesinden baslayarak hem kontrollerde hem hasta
orneklerindefolikilalt seviyelerineinildikce artmaktaydi (Sekil
1). CD34 ekspresyonu kontroller (A,B) ve hasta drneklerinde
tiimsek alti bolgede en dis tabaka DKK hiicrelerinde saptandi.
Epidermiste, timsek bolgesinde, alt folikiil DKK ve bulbus
bolgelerinde ekspresyon goézlenmedi. Ekspresyon paterni

Tablo 1. Calismada kullanilan antikorlar

Antikor | Kaynak | Firma Katalog no | Uygulama
tiir
CD200 Tavsan |Sigma- HPA031149 | Immiinohistokimya
Aldrich
CD34 Fare Cell #3569 Immiinohistokimya
Signaling
Nestin Tavsan | Abcam ab105389 | Immiinohistokimya
Sitokeratin | Tavsan | Abcam ab52816 Immiinohistokimya
15

EPIDERMIS

ALT FOLKUL DKK

suus [ T |
Sekil 1. Kontrol ve hasta 6rneklerinde kil folikiiliiniin farkl
seviyelerinde CK15 ekspresyonu, a) Kontrol, saglikli, liken
planoplaris olmayan 6rnekler, b) Kontrol, liken planoplaris
hastalarinin klinik olarak hastaliktan etkilenmemis
bolgelerinden alinan ornekler, c¢) Liken planoplaris
hastalarinin klinik olarak aktif bolgelerinden alinan
ornekler

DKK: Dis kék kilifi, Olcek cubugu: 20 um




72 Dicle ve ark. Liken Planoplaris ve Kok Hiicre Belirtegleri. Turk ] Dermatol 2017;11:70-4

kontroller ve hasta 6rneklerinde benzerdi (Tablo 2, Sekil 2).

Nestin ekspresyonu epidermiste graniler tabakada ve tum
folikiil seviyelerinde IKK en ic tabaka hiicrelerinde kuvvetli
olup ekspresyon paterni kontroller ve hasta 6rneklerinde
benzerdi, sadece hasta 6rneklerinde timsek alti bélgede daha
zayif oldugu goézlendi (Tablo 2, Sekil 3). Hafif diizeyde CD200
ekspresyonu hemen tiimsek alti bélgede DKK hiicrelerinde
saptandi. Epidermal bazal tabaka hiicreleri dahil baska bir
lokalizasyonda boyanma go6zlenmiyordu. Ekspresyon paterni
kontroller ve hasta 6rneklerinde benzerdi (Tablo 2, Sekil 4).

Tartisma

Geri donusiimstiz sag kaybi olan hastaliklarda inflamasyonun
kok htcreleri hedefledigi dustnilmektedir (1,5). Son
yillarda kil folikuli kok hiicrelerini icin yuzey belirteclerinin
tanimlanmasi ve gelistirilen fare modelleri sayesinde PSA’larin
etyopatogenezlerini acikliga kavusturmaya yonelik calismalar
giderek artmistir. Lyle ve ark!lari (11) insan kil timsek
alani hiicrelerininde sa¢ siklusunun tiim evrelerinde CK15
ekspresyonu oldugunu éne sirmustir. CK15 pozitif hiicrelerin
kayboldugunun saptanmasi ise PSA’larin bir prototipi olan
LPP'de anatomik lokalizasyon olarak folikul timsek alaninin
etkilendigi gorisiini desteklemistir (12). izleyen calismalarda
farkh skatrisyel alopesilerde folikillerin nasil etkilendigi
CK15 ekspresyonlari ile beraber degerlendirilmistir (8,13-15).
Calismamizda CK15, CD34, nestin ve CD200 ekspresyonlari
inceledigimizde, CK15 ekspresyonunun epidermiste bazal
tabaka htcrelerinde ve folikilin DKK en dis hiicrelerinde
gozlendigini ve ekspresyonun tim folikil seviyelerinde pozitif
oldugu saptadik. Tumsek bdlgesindeki ekspresyon daha
once yapilan calismalardan farkli olarak kontrollerde ve hasta
orneklerinde benzer diizeylerdeydi. CK15 ekspresyonunun
hasta 6rneklerinde bazal tabaka hiicrelerinde belirgin olarak
azalmasi tek dikkat ¢ekici bulguydu. Hoang ve ark/nin (8)
calismasinda, CK15, CD34 ve nestin ekspresyonu gosteren kil

foliktlt kok htcrelerinin, insan folikilinde farkli anatomik
lokalizasyonlarda yerlestigi ve PSA hastalarinda etkilenen
bolgenin sadece tiimsek bdlgesi olmayabilecegi gortsu

TUMSEK ALTI

ALT FOLIKLL DKX

Sekil 2. Kontrol ve hasta orneklerinde kil folikiiliiniin
farkli seviyelerinde CD34 ekspresyonu, a) Kontrol,
saghkhl, liken planoplaris olmayan drnekler, b) Kontrol,
liken planoplaris hastalarinin klinik olarak hastaliktan
etkilenmemis bolgelerinden alinan ornekler, c) Liken
planoplaris hastalarinin klinik olarak aktif bolgelerinden
alinan 6rnekler

DKK: Dis kék kihfi, Olgek cubugu: 20 um

Tablo 2. Kontrollerde (A,B) ve hasta orneklerinde immiinohistokimyasal belirteclerin kil folikiilii seviyelerine gore

ekspresyon dereceleri

. . - . Alt folikiil
Epidermis Tiimsek Tiimsek alt1 Bulbus
DKK
< =] QO < =] O
<] <] <] ] X <]
- - A - - R I - B A
< |m [O [/ |&F |AR [= |A |~ [A |= |A”R [ |AR |&F |[< |m |O [< |m |O
CK15
+ |+ o I (AT CU I IS (- O I IO I IO T (N S N I B
+ |+ |+ [+ | F |+ |F + | F [+ | F |+ F |+ [F |+ |+ |+ |+ |+ |+
CD34
' ' ' ' ' ' ' ' ' ar ' ar ' ar ' ' ' ' ' ' '
Nestin
+ + + + + + |+ |+ |+ |+ |+
+ |+ |+ . + s + . + . + | + . + |+ [+ [+ |+ |+ |+
CD200
l l ' 1 l ' I ' 1 + 1 + ' + I 1 1 ' l ' 1
A:Kontrol, saglikly, liken planoplaris olmayan 6rnekler, B: Kontrol, liken planoplaris hastalarinin klinik olarak hastaliktan etkilenmemis bolgelerinden alman 6rnekler, C: Liken planoplaris hastalarmin
Klinik olarak aktif bolgelerinden alinan 6rnekler, DKK: Dis kok kalify, IKK: I¢ kok kilify, (-): Ekspresyon yok, (+/-): Zayif ekspresyon, (+): Orta siddetli ekspresyon, (++): Kuvvetli ekspresyon
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TUMSEK ALTI

ALT FOUIKOL DR |

BULBUS

Sekil 3. Kontrol ve hasta orneklerinde kil folikiiliiniin
farkli seviyelerinde nestin ekspresyonu, a) Kontrol,
saghkhl, liken planoplaris olmayan ornekler, b) Kontrol,
liken planoplaris hastalarinin klinik olarak hastaliktan
etkilenmemis bolgelerinden alinan ornekler, c¢) Liken
planoplaris hastalarinin klinik olarak aktif bolgelerinden
alinan ornekler

DKK: Dis kok kilifi, Olcek cubugu: 20 um

one slrtlmustir. Cok yeni yapilan bir baska calismada ise
CK15 ekspresyon kaybinin kil folikiili timsek bolgesinin
nonspesifik yikimini gésterdigi, LPP icin 6zgln bir belirteg
olmadigi gorusi Gizerinde durulmustur (16).

CD34 (+) hicrelerin insan anajen kil folikill alt bélimiinde
DKK'de bulundugunu gosterilirken digerlerinde
ekspresyonunun kil tiimsegine 06zgli olmadigi 6ne
strilmastur  (8,9). Deride (CD34 mezankim kaynakli
hicrelerde eksprese edilmekte olup kil folikuilii DKK epitelyal
ekspresyonun goruldigu tek yapidir (17). Calismamizda
CD34'Un tum orneklerde sadece tiimsek alti lokalizasyonda
DKK en dis hicrelerinde eksprese oldugunu saptadik.
Epitelyal kok hiicre nisi olan timsek bdlgesinde, bulbusta
ve folikliliin Ust seviyeleri ve epidermal hiicrelerde CD34
ekspresyonu  godzlenmemekteydi. Bulgularimiz ~ Poblet
ve ark/nin (9) insan kil folikiiliinde CD34 ekspresyonunu
arastirdiklar calismalarindaki gozlemleriyle benzer 6zellikler
gOstermistir. CD34 ekpresyonunun kil siklusu boyunca
katajen evrede azalmaya baslayarak telojen folikiilde yok
oldugunu da gostermisler ve CK15 ekspresyonu ile beraber
degerlendirme yaparak CD34 boyali hiicrelerin hemen
timsek altinda yer aldigini belirtmislerdir. Arastirmacilar
bu durumu CD34 eksprese eden hiicrelerin peri folikiler
stroma ile DKK arasindaki adezyonu saglayan hcreler

e 4 — p—

Sekil 4. Kontrol ve hasta orneklerinde kil folikiiliiniin
farkh seviyelerinde CD200 ekspresyonu, a) Kontrol,
saglikh, liken planoplaris olmayan ornekler, b) Kontrol,
liken planoplaris hastalarinin klinik olarak hastaliktan
etkilenmemis bolgelerinden alinan ornekler, c) Liken
planoplaris hastalarinin klinik olarak aktif bolgelerinden
alinan drnekler

DKK: Dis kék kilifi, Olcek cubugu: 20 um

olabilecegi seklinde yorumlamislardir (9). Ohyama ve ark/nin
(7) calismasinda da CD34 ekspresyonunun kok hicre 6zelligi
tasiyan tiimsek bolgesi hiicrelerinde eksprese edilmedigi
gosterilmistir. Daha sonraki bir calismada da Misago ve
ark!nin (18), Poblet ve ark/nin (9) calismasinda oldugu gibi
CD34 ekspresyonunun ayni lokalizasyonda DKK hiicrelerinde
oldugunu ve anajen killarda godzlenen ekspresyonun
katajen ve telojen evrelerde kayboldugunu ve vellus
killarda da tipki terminal killarda oldugu gibi ekspresyonun
gozlendigini bildirmislerdir. CD34 ekspresyonu fare ve insan
kil foliktllerinde farkh lokalizasyonlar gostermektedir. Fare
kil foliktillinde farkli olarak tlimsek bdlgesi keratinositlerinde
eksprese edildigi gosterilmistir (17). insan kil folikiiliinde ise
Hoang ve ark/nin (8) calismasinda da bizim ¢alismamizdakine
benzer lokalizasyon saptamis, ekspresyonun hemen timsek
alti bolgede oldugunu ve DKK en dis tabakada yer aldigini
bildirilmistir. Ancak bu calismada arastirmacilar skatrisyel ve
skatrissiz alopesi hasta 6rneklerini karsilastirdiklarinda CD34
ekspresyonlarin ¢alismamizda elde ettigimiz sonuclardan
farkli olarak hasta orneklerinde azaldigini bildirmislerdir.
Yine ayni ¢alismada nestin ekspresyonlarina da bakilmis ve
ekspresyonun infundibulum seviyesinde hasta drneklerinde
artarken tiimsek alti bélgede azaldigini belirtmislerdir. Nestin
ile boyanma bizim 6rneklerimizde de oldugu gibi DKK ic
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ylziinde gozlenmistir. Nestin ekspresyonu c¢alismamizda
kil foliklili tim seviyelerinde DKK i¢ ylzeyde saptanmistir.
Hastalikh 6rneklerde sadece hemen tiimsek alti bélgede bir
miktar azaldigi bunun disinda benzer diizeyde boyanma
oldugu gorilmistur. Nestin noral progenitor hiicre belirleyici
olup ekspresyonu, baslangicta nestin-GFP transgenik
farelerin tlimsek alaninda saptanmis daha sonra normal
insan sach derisinde kil folikiili Ust 2/3'lnde ve epidermiste
saptanmistir (19,20). Ayrica, timsek alaninin nestin eksprese
edilen kok hiicre kaynagdi oldugu, yara iyilesmesi sirasinda
buradaki kok hiicrelerin dermal papillaya ve epidermis de
dahil civar epidermal alanlara gog ettigi gosterilmistir (21).

Tumsek bolgesi, ayni zamanda kil folikltiiniin immdin tolerans
goOsteren bir anatomik parcasidir. Timsek alanin bir baska
belirteci olan CD200 ile pozitif boyanan hiicreler yiiksek koloni
olusturma o6zelligine sahip bulunmustur (22). Membranéz
bir glikoprotein olan CD200’'Gin bu bolgedeki keratinositlere
immuin sistem icin “tehlikesizdir” 6zelligini kazandiran anahtar
bir molekdil oldugu 6ne surilmektedir. Béylece kil folikull
timsek hucrelerinde CD200 ekspresyonundaki azalmanin
bu bdlgenin immiin tolerans 6zelliginin kalkmasina neden
olacagi ve dolayisiyla skatrisyel alopesi gelisebilecegi PSA'lar
icin bir baska alternatif hipotez olusturmustur (23,24). Biz
calismamizda hafif diizeydeki CD200 boyanmayi, hemen
timsek alti bélgedeki DKK hiicrelerinde saptadik. Epidermal
bazal tabaka hucreleri dahil baska bir lokalizasyonda
boyanma gozlenmiyordu ve hasta 6rneklerinde de fark yoktu.

Calismanin Kisithhiklar

Orneklerdeki toplam kil folikiilii sayisinin istatistiksel
karsilastirma icin yeterli olmayisi bu calismanin kisithhgini
olusturmaktadir.

Sonu¢

Biz bu calismada LPP'de CK15, CD34, nestin ve CD200
ekspresyonlarinin kil folikili timsek bolgesinde ve diger
bolgelerdehastaodrneklerindekontrolleregorebelirginfarklihk
olmadigini saptadik. Kil folikiili siklusunun farkli evrelerinde
ve hticre differansiyasyonlarina gore bu belirtecler ile farkh
ekspresyonlar s6z konusu olabilir. LPP'de kdk hiicre hasarini,
hasarin lokalizasyonunu tam olarak degerlendirebilmek icin
ozellikle insan kil folikull iceren 6rneklerde yapilacak daha
fazla calismaya ihtiyag vardir ve hastaligin aktivitesiyle iliskili
ekspresyonlarin degisip degismediginin daha genis serilerde
degerlendirilmesi gerekmektedir.
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