Promjene aktivnosti kisele
fosfataze (KF) kod oralnog lichena
planusa pri razli¢itom klinickom
intenzitetu bolesti.

II. Promjene aktivnosti kisele fos-
fataze u subepitelnom mononukle-
arnom stani¢nom infiltratu

Changes of Acid Phosphatase Activity in Various
Clinical Stages of Oral Lichen Planus. II. Changes
of Acid Phosphatase Activity in Subepithelial
Mononuclear Cell Infiltrate

Sazetak

Na 33 biopsijska uzorka s lezija oralnog lichena planusa (OLP)
i 18 s leukoplakijom (LPL) provedeno je ispitivanje histoenzim-
ske aktivnosti kisele fosfataze (KF) u stanicama mononuklearnog
stanicnog infiltrata (MSI). Visoka razina aktivnosti KF-a zabilje-
Zena je u svim stanicama MSI kod OLP-a, podjednako kod upal-
ne reakcije kao i kod hiperkeratoze. Kod LPL-a zabiljezena je sma-
njena ucestalost obiljeZenih stanica, limfocita i makrofaga, a obi-
ljezeni dendricni makrofagi u upali nisu nadeni. Aktivnost KF-a
bila je istaknuta kod OLP-a u svim stanicama MSI razlic¢ito dis-
tribuiranim (linearno subepitelno i u Zaristima dublje u lamini
propriji) ovisno o razvojnom stupnju lezije, sto kod LPL-a nije
zabiljeZeno. Zanimljiva je pojava obiljeZenih dendricnih makro-
faga pri jacem oroZnjenju leukoplakicne lezije nasuprot nalazu
kod OLP-a, §to upucuje na razlicitu patogenezu procesa oroznje-
nja kod ispitanih bolesti. Razlicita distribucija stanica MSI i hi-
stoenzimska aktivnost kisele fosfataze pokazatelji su njihove ra-
zlicite uloge u patogenezi OLP-a i LPL-a.

Kljucne rijeci: oralni lichen ruber planus, leukoplakija, sube-
pitelni mononuklearni stanicni infiltrat, histokemija, kisela fosfa-
taza
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Uvod

Karakteristi¢an histolo$ki nalaz oralnog li-
chena planusa (OLP) ukljucuje uz ostalo i sub-
epitelni mononuklearni stani¢ni infiltrat domi-
nantno sastavljen od T-limfocita, makrofaga 1
dendriti¢nih makrofaga odnosno Langerhanso-
vih stanica (1—3). Suradnja izmedu stanica koje
prikazuju antigen (Langerhansove stanice) 1 T
limfocita znacajna je za pokretanje lokalne
celularne imunoloske reakcije u patogenezi
OLP-a (4, 5).

Identifikacija pojedina¢nih stanica MSI u tki-
vu usavrsena je metodama histokemije i imuno-
citokemije, a suvremene studije pokazale su da
postoje razlike u sastavu MSI izmedu OLP-a i
klini¢ki sli¢nih bolesti (6, 7). Sastav MSI kod
OLP-a mijenja se i u svezi s duljinom trajanja
bolesti (8) 1 razli¢itom vrstom terapije (9, 10).
Dockrell i Greenspan (11) su ispitivanjem ak-
tivnosti kisele fosfataze i nespecifi¢ne esteraze
u upalnom infiltratu OLP-a nasli da je lizosom-
ska aktivnost tih hidrolaza bila istaknuta u ve-
¢ini subbazalnih limfocita. Razli¢it intenzitet bo-
jenja na kiselu fosfatazu i nespecifi¢ne estera-
ze, koji se ocitovao u T-limfocitima, upucivao
je na njihovu razli¢itu funkcionalnu aktivnost.
Naden je i mali broj limfocita koji je pokazao
negativnu aktivnost enzima. Makrofagi koji su
nadeni u vecem broju u upalnom infiltratu po-
kazivali su jaci intenzitet bojenja finalnog pro-
dukta reakcije. Da je aktivnost hidrolitickih en-
zima u makrofagima i u T-limfocitima odraz nji-
hova funkcionalnog stanja, takoder su zapazili
Pantalone i Page u reakcijama lizosomskih hi-
drolaza alfa naftil acetat esteraze (ANAE) i ki-
sele fosfataze (KF) (12). Radi pracenja lokalne
tkivne reakcije u lezijama OLP-a, htjeli smo pri-
mjenom histoenzimske metode obiljezavanja
stanica kiselom fosfatazom (KF) ispitati da li po-
stoje razlike u aktivnosti stanica MSI obiljeze-
nih KF-om s obzirom na tip i topografiju pri ra-
zli¢itom klinickom stupnju upalne reakcije 1 hi-
perkeratoze u lezijama OLP-a u odnosu na leu-
koplakiju (LPL) te mogu li dobiveni rezultati,
temeljeni na analizi uo¢enog tipa i topografije
obiljeZenih stanica, biti pokazatelji stanja i mo-
guceg razvoja tih dviju klini¢ki sli¢nih bolesti.

Ispitanici i postupci
Biopsijski uzorci uzeti su kod 33 ispitanika
s OLP-omi 18 s LPL-om i nakon fiksacije obra-

deni metodama histologije (radi potvrde klini¢-
ke dijagnoze) i enzimske histokemije primjenom
enzima kisele fosfataze prema prije opisanim
metodama (13—15). Finalni produkt enzimske
reakcije ocitovao se u obiljeZenim stanicama kao
jenjen vizualno kao negativna (—), slaba (*) 1
jaka aktivnost KF-a (**). Ucestalost obiljeZenih
stanica MSI s KF-om procijenjena je semikvan-
titativno prema sljedecim kriterijima: 0 = nema
obiljeZenih stanica MSI, + = oskudan nalaz obi-
ljeZzenih stanica MSI, ++ = umjereno povecan
nalaz obiljeZenih stanica MSI, +++ = nalaz gu-
stih infiltrata obiljeZenih stanica MSI. Klinicka
registracija stupnja upalne reakcije i hiperkera-
toze kod obje bolesti izvrSena je tijekom oral-
nog pregleda 1 ocijenjena na nacin kako je opi-
sano (15). Znacajnost razlika u ucestalosti obi-
ljezenih stanica MSI pri razli¢itom klini¢kom
stupnju upalne reakcije izmedu OLP-a i kontrol-
ne grupe LPL-a procijenjena je hi-kvadrat te-
stom, uz stupanj znacajnosti od 5%.

Rezultati

Dobiveni rezultati aktivnosti KF-a u MSI u
upali kod OLP-a i LPL-a prikazani su graficki
na slici 1. Na ordinati je naznacen postotak ak-
tivnih KF stanica, a na apscisi klini¢ki stupnje-
vi upale. Vidljivo je da je aktivnost stanica izme-
du OLP-a i LPL-a razli¢ita: kod OLP-a je razi-
na aktivnosti stanica visoka (izmedu 75% i
100% svih stanica), dok je kod LPL-a niska
(izmedu 0 i 25% zastupljenosti svih stanica).
Znacajne razlike dobivene su u ucestalosti obi-
ljezenih limfocita (P=0,02), makrofaga (P=0,05)
1 dendriti¢nih makrofaga (P=0,001), a opazen je
1jaci intenzitet finalnog produkta reakcije KF-a
u tim stanicama kod OLP-a u odnosu na kon-
trolni LPL. Intenzivna reakcija KF-a opaZena je
u limfocitima i makrofagima rasporedenim ne-
posredno ispod bazalne membrane u lezijama
OLP-a (slika 3) sto kod LPL-a nije zabiljeZeno
(slika 4). S porastom intenziteta upale u lezija-
ma OLP-a smanjuje se ucestalost obiljeZenih
stanica, limfocita, makrofaga i dendriti¢nih ma-
krofaga. Kod jakog stupnja upale nadene su u
lamini propriji folikuloidne nakupine limfocita
T blisko okruZene makrofagima koji su pokazi-
vali jaci intenzitet reakcije kisele fosfataze (sli-
ka 5). Dendriti¢ni makrofagi nadeni u limfoid-
nim Zari$tima lamine proprije OLP-a selektiv-
no su pokazivali jaci intenzitet reakcije KF-a

98

Acta Stomatol. Croat., Vol. 29, br. 2, 1995.



M. Mravak-Stipetic i sur.

Il. Usporedna histoenzimska studija OLP-a

100 = L - i
DENDRIT.MAKROF. OLP
——
90 ﬁ """""""""""""""""""""""" ey LIMFOCITI OLP
MAKROFAGI OLP
—=—
DENDRIT.MAKROF. LPL
—~ T >
R TOA s P LIMFOCITI LPL
[4a] —h—
5 60 MAKROFAGI LPL
5 ]
&
v
§ G
(59
z
= 40_ .........................................................................................................
&
_1
l&j 30_ ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
,_,..A‘\\___\
0. | B ——— = T e W2 R
x X
10_‘ \*// .........................................
0 & = &=
Ul U2 U3
—_—
DENDRIT.MAKROF. OLP
e
LIMFOCITI OLP
—H—
MAKROFAGI OLP
¥ -
- DENDRIT.MAKROF. LPL
704+ N . ﬁ : LIMFOCITI LPL
' A
MAKROFAGI LPL
GO B A E——

RELATIVNE FREKVENCIIE (%)

il
ey

Slika 1.

Figure 1.

Slika 2.

Figure 2.

Aktivnost kisele fosfataze
(KF) u subepitelnom mo-
nonuklearnom staniénom
infiltratu oralnog lichena
planusa (OLP) i leukopla-
kije (LPL) pri razlicitom
klinickom stupnju upale
(Ul=upala slaba intenzi-
teta, U2 = upala srednjeg
intenziteta, U3 = upala ja-
kog intenziteta)

Acid phosphatase activity
in subepithelial mononu-
clear cell infiltrate of oral
lichen planus (OLP) and
leukoplakia (LPL) in vari-
ous clinical degrees of in-
flammation (Ul = weak
inflammation, U2 = mild
inflammation, U3 = seve-
re inflammation).

Aktivnost kisele fosfataze
(KF) u subepitelnom mo-
nonuklearnom stani¢nom
infiltratu oralnog lichena
planusa (OLP) i leukopla-
kije (LPL) pri razlicitom
klinickom stupnju hiperke-
ratoze (HI = hiperkerato-
za slaba intenziteta, H2 =
hiperkeratoza srednjeg in-
tenziteta, H3 = hiperkera-
toza jakog intenziteta).

Acid phosphatase in sube-
pithelial mononuclear cell
infiltrate of oral lichen
planus (OLP) and leuko-
plakia (LPL) in various
clinical degrees of hyper-
keratosis (HI = weak
hyperkeratosis, H2 = mild
hyperkeratosis, H3 = se-
vere hyperkeratosis).

Acta Stomatol. Croat., Vol. 29, br. 2, 1995.

99



M. Mravak-Stipetic i sur.

II. Usporedna histoenzimska studija OLP-a

Slika 3.

Figure 3.

Slika 4.

Figure 4.

OLP. Istaknuta reakcija kisele fosfataze (KF) u sub-
epitelnim makrofagima (m) distribuiranim neposred-
no i kontinuirano ispod bazalne membrane. Pojedi-
nacni obiljezeni makrofagi vidljivi u epitelu (m —
strjelica!). U epitelnim stanicama (b) reakcija kisele
fosfataze je negativna. (KF + kontrastno bojenje me-
tilnim zelenilom, lupa)

OLP. Intense activity of acid phosphatase in the sub-
epithelial macrophages (m) distributed immediately
and continuously under the basal lamina and in sin-
gle macrophages seen in the epithelium (m — arrow!).
There is no enzyme activity in basal cells (b). (Acid
phosphatase + contrast methyl green stain, magni-

fying glass)

LPL. Odsutnost obiljezenih makrofaga u lamini pro-
priji (strjelice!) (KF + kontrastno bojenje metilnim

zelenilom, x 100)

LPL. Absence of stained macrophages in lamina pro-
pria (arrows!) (Acid phosphatase + methyl green
stain magnification, x 100)

Slika 5.

Figure 5.

OLP. Zarisna nakupina mononuklearnih stanica u la-
mini propriji. ObiljeZeni su makrofagi i limfociti T
(KF + kontrastno bojenje metilnim zelenilom, pove-
canje x 100) :
OLP. Focal infiltrate of mononuclear cells in lamina
propria. Acid phosphatase activity is visible in ma-
crophages and lymphocytes (Acid phosphatase + me-
thyl green stain x 100)

Slika 6.

Figure 6.

OLP. Zarisna nakupina mononuklearnih stanica (F)
dublje u lamini propriji s istaknutim dendriticnim ma-
krofagima (dm). KF + kontrastno bojenje metilnim

zelenilom, x 200

OLP. Focal infiltrate of mononuclear cells (F) with
intense acid phosphatase activity in dendritic macro-
phages (dm). Acid phosphatase + methyl green
stain, x 200

100

A[S[C
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(slika 6). S porastom intenziteta upale njihova
je ucestalost kod OLP-a opadala, a kod LPL-a
obiljeZeni dendriti¢ni makrofagi nisu nadeni. Na
slici 2 graficki je prikazana ucestalost obiljeze-
nih stanica MSI pri razli¢itom klinickom stup-
nju oroZnjenja. Ucestalost obiljeZenih stanica
veca je kod OLP-a u odnosu na LPL. Medutim,
opaza se pad aktivnosti KF-a u svim stanicama
MSI kod OLP-a za razliku od nalaza kod LPL-
a, gdje se uocava tendencija vecoj ucestalosti ak-
tivnih stanica kod jac¢eg oroZnjenja, ali te razli-
ke nisu statisti¢ki znacajne. Kod LPL-a nadeni
su obiljeZeni dendriti¢ni makrofagi u lamini pro-
priji pri jacem stupnju oroZnjenja $to je suprot-
no nalazu u upali.

Rasprava

Rezultati ovog ispitivanja pokazali su da je
histoenzimska aktivnost kisele fosfataze u mo-
nonuklearnim stanicama kod OLP-a i LPL-a u
odredenoj korelaciji s klini¢kim stanjem i inten-
zitetom bolesti. Kod OLP-a s jacom upalnom re-
akcijom ucestalost obiljeZenih stanica se opce-
nito smanjuje, $to je pokazano kroz smanjenu
aktivnost u njima. Jaci intenzitet finalnog pro-
dukta reakcije u limfocitima, makrofagima i
dendriti¢nim makrofagima kod OLP-a, za razli-
ku od LPL-a, pokazuje pak ja¢u metaboli¢ku re-
akciju u njima i isti¢e njihovu razli¢itu funkciju
u razvoju bolesti. Uz to i razli¢ita distribucija
pojedinih mononuklearnih stanica ima funkcio-
nalno znacenje, §to je poznato iz novijih imu-
noloskih studija OLP-a (8, 16, 17). Aktivnost
KF-a zabiljeZena je u limfocitima i makrofagi-
ma lamine proprije u obje bolesti, ali je znacaj-
na razlika u tome §to je kod OLP-a reakcija ki-
sele fosfataze bila mnogo intenzivnija, osobito
u limfocitima i makrofagima subbazalnog po-
drucja, §to kod LPL-a nije zabiljeZeno. Subba-
zalno rasporedeni T-limfociti kod OLP-a poka-
zuju razlicit stupanj aktivacije nakon stimulaci-
je specifi¢nim antigenom (17, 19, 20) pa i jaca
reakcija KF-a u tim stanicama moZe govoriti 0
njihovoj aktivaciji. Jaci intenzitet aktivnosti KF-
a u subbazalr.o rasporedenim makrofagima po-
kazatelj je stupnja njihove diferencijacije i ak-
tivnosti. Aktivacija makrofaga u upali kod OLP-
a izazvana je produkcijom limfokina iz aktivi-
ranih limfocita, ali i samih aktiviranih makro-
faga, na §to upucuju istrazivanja Pantalone i Pa-
ge (12). To rezultira veéom produkcijom lizo-
zomalnih enzima, ¢ime makrofagi sudjeluju u

destrukciji epitelnih stanica i samih mononukle-
ara koji aktivno sudjeluju u patoloskom proce-
su. Time se moZe objasniti pad ucestalosti lim-
focita i makrofaga obiljeZenih KF-om kod OLP-
-a s intenzivnom upalnom reakcijom. Znacajne
razlike u ucestalosti obiljeZzenih dendriti¢nih ma-
krofaga izmedu OLP-a i LPL-a, koje se o¢ituju
u upalnoj reakciji, mogu se protumaciti ¢injeni-
com da su dendriti¢ni makrofagi opcenito broj-
niji kod OLP-a (21) i kao nositelji informacije
o antigenu glavni pokretaci celularne imunolo-
Ske reakcije, nasuprot LPL-u koji nema takvu
patogenezu (21, 23). Nasi rezultati pokazali su
razlike u aktivnosti kisele fosfataze u stanica-
ma mononuklearnog infiltrata pri razli¢itom
stupnju oroZnjenja. VaZan je podatak da se obi-
ljeZeni dendriti¢ni makrofagi kod LPL-a u ve-
¢em broju ocituju kod jace keratinizirane leu-
koplaki¢ne lezije. Ranije imunohistokemijske
studije pokazale su da je broj dendriti¢nih ma-
krofaga u sluznici obrnuto proporcionalan stup-
nju keratinizacije kao i da postoje regionalne va-
rijacije u broju i distribuciji tih stanica (22). Lo-
kalna odsutnost tih stanica u tkivu moze ostetiti
imunolosku zastitu i pridonijeti razvoju bolesti,
ali je isto tako povecan broj dendriti¢nih makro-
faga naden u slu¢aju oralnog karcinoma (24). Ia-
ko su svi biopsijski uzorci uzeti s razli¢itih di-
jelova nekeratinizirane oralne sluznice, razlici-
ta ucestalost obiljezenih KF-om dendriti¢nih
makrofaga kod ispitanih bolesti diferencira nji-
hovu ulogu u procesu orozZnjenja kod OLP-a i
LPL-a. Nalaz smanjene ucestalosti obiljeZenih
dendriticnih makrofaga kod OLP-a u skladu je
sa zapaZanjima da se njihov broj smanjuje u ja-
¢e keratiniziranoj sluznici i u remisiji bolesti (4).
Kod LPL-a veéa ucestalost KF aktivnih stanica
kod jaceg stupnja oroZnjenja i nalaz intenzivne
reakcije kisele fasfataze u epitelnim stanicama
zrnatog i roZnatog sloja (15) pretpostavlja da je
patoloski proces kod LPL-a primarno u epitelu.

Zakljucak

Provedeno ispitivanje pokazuje da su leuko-
plakija i lichen ruber planus bolesti razli¢itih pa-
togenetskih obiljezja koja se oc€ituju u razli¢itoj
histoenzimskoj aktivnosti KF-a u stanicama mo-
nonuklearnog infiltrata. Pri tome su intenzitet
aktivnosti KF-a u pojedinim mononuklearnim
stanicama i distribucija obiljeZenih stanica od
osobitoga dijagnosti¢kog znacenja.

Acta Stomatol. Croat., Vol. 29, br. 2, 1995.

101



M. Mravak-Stipetic i sur.

Il. Usporedna histoenzimska studija OLP-a

R R R

CHANGES OF ACID PHOSPHATASE ACTIVITY IN
VARIOUS CLINICAL STAGES OF ORAL LICHEN
PLANUS.
1I. CHANGES OF ACID PHOSPHATASE ACTIVITY IN
SUBEPITHELIAL MONONUCLEAR CELL INFILTRATE

Summary

insight into their role and differences in the pathogenesis of OLP

Adresa za korespondenciju:
Adress for correspondence:

Thirty-three biopsy specimens from lesions of oral lichen pla-
nus (OLP) and 18 from leukoplakia (LPL) were examined for the
study of acid phosphatase activity in subepithelial mononuclear
cell infiltrate (MCI). Results showed a high level of activity in all
mononuclear cells of OLP in inflammation as well as in hyperke-
ratosis. In LPL, a decrease in both the number of active lympho-
cytes and number of active macrophages was observed in inflam-
mation, while active dendritic macrophages were not found. Acid
phosphatase activity was expressed in all mononuclear cells of
OLP, distributed sub-basally and in focal accumulations deeper
in lamina propria, depending on the evolutional stage of the di-
sease, which was not observed in LPL. Interesting was the fin-
ding of active dendritic macrophages in moderate and severe
hyperkeratosis in LPL, contrary to the finding in OLP. This sug-
gested different pathogenesis of hyperkeratotic process in the two
diseases. Different distribution and hystoenzymatic activity in mo-
nonuclear cells of the examined lesions provided a more detailed

and LPL.

Key words: oral lichen planus, leukoplakia, subepithelial mo-
nonuclear cell infiltrate, enzyme histochemistry, acid phospha-

tase
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