Promjene aktivnosti kisele
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planusa pri razli¢itom klinickom
intenzitetu bolesti.

I. Promjene aktivnosti kisele fosfa-
taze u epitelnim stanicama

Changes of Acid Phosphatase (AP) Activity in
Various Clinical Stages of Oral Lichen Planus.
I. Changes of Acid Phosphatase Activity

in Epithelial Cells

Sazetak

Na 33 biopsijska uzorka s oralnog lichena planusa (OLP) i 18
s leukoplakije (LPL) primjenom histokemijske metode ispitivana
je aktivnost kisele fosfataze (KF) u epitelnim stanicama pri razli-
citom klinickom intenzitetu bolesti. Pri razlicitom klinickom stup-
nju upalne reakcije zapazena je znacajno veca ucestalost enzi-
mom KF obiljeZenih stanica u slucaju OLP-a u odnosu na LPL
(p=0,02). Intenziviranjem klinickog stupnja upalne reakcije opa-
zili smo pad aktivnosti KF-a u epitelnim stanicama OLP-a kao i
LPL-a. Analiza intenziteta aktivnosti KF-a u epitelu pokazala je
opcenito jacu reakciju u gornjim slojevima epitela (roznatom i
zrnatom), osobito kod LPL-a, dok je potpuno izostala u stanica-
ma bazalnog sloja u obje bolesti. Ucestalost KF-om obiljezenih
epitelnih stanica pri razlicitom klinickom stupnju hiperkeratoze
kod OLP-a bila je gotovo identicna nalazu kod upale, ali obrnuto
proporcionalna nalazu kod LPL-a. Ti rezultati govore za razlici-
tu metabolicku aktivnost u epitelnim stanicama kod istoga pato-
loskog procesa, upale ili hiperkeratoze dviju klinicki slicnih bo-
lesti, koji mogu biti od diferencijalnodijagnostickog i prognostic-
kog znacenja.
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Uvod

Detekcija stani¢nih podgrupa i pojedinih sta-
nica tkiva kao i stani¢nih elemenata unaprije-
dena je primjenom histoenzimskih markera ko-
ji uz identifikaciju pojedinac¢nih konstituenata
stanice mogu i toc¢nije odrediti njihovu funkci-
onalnu fazu. Jedni su od takvih markera i odre-
deni enzimi ¢ija se primjena kao i procjena nji-
hove aktivnosti u stanicama pokazala korisnom
i selektivnom metodom za pobliZze odredivanje
patoloskih procesa u tkivima (1, 2, 3). Obilje-
Zavanje upalnih stanica s kiselom fosfatazom
(KF) kod oralnog lichena planusa (OLP) prika-
zano je radi ispitivanja enzimske aktivnosti u
stanicama koje na odredenoj lokalizaciji imaju
funkcionalno znacenje (3—38).

Raihlin (8) je u komparativnoj histoenzim-
skoj studiji zdravog oralnog epitela i epitela obo-
ljelog od OLP-a naSao da kod OLP-a, u stani-
cama oralne sluznice u podrucju ostecenja tki-
va, dolazi do promjene u aktivnosti kisele fo-
sfataze u lisosomima osobito bazalnih i spino-
znih stanica. Te su se promjene ocitovale u sma-
njenoj propusnosti lisosomalne membrane, $to
je u cijelosti upucivalo na smanjenu aktivnost
kisele fosfataze u epitelu OLP-a.

Primjenom metode prikazivanja kisele fosfa-
taze (KF) htjeli smo ispitati i usporediti enzim-
sku aktivnost u stanicama oralnog epitela pri ra-
zli¢itom klinickom intenzitetu upalne reakcije i
hiperkeratoze u lezijama oralnog lichena planusa
u odnosu na leukoplakiju (LPL) 1 procijeniti ra-
zlike u patoloskim zbivanjima kod tih dviju bo-
lesti.

Ispitanici i postupak

U ispitivanju je sudjelovao 51 ispitanik iz am-
bulantne kazuistike Zavoda za bolesti usta Sto-
matoloSkog fakulteta u Zagrebu, od kojih je 33
bolesnika imalo oralne lezije lichen planusa
(OLP), a 18 leukoplakiju (LPL). Bolesnici s
LPL-om bili su kontrolna skupina. Kriteriji izbo-
ra ispitanika za to ispitivanje bili su: prisutnost
klini¢kih i histopatoloSkih manifestacija OLP-a
i LPL-a prema WHO definiciji (9, 10), kao i ne-
gativan nalaz mikrobiolo$kih testova na Candi-
du albicans s tih lezija (11). Medu ispitanicima
s oralnim lichenom planusom 20 je imalo ka-
rakteristi¢an retikularni oblik lichena planusa, 7
erozivni i 6 plocasti oblik. U jednom sluc¢aju ero-
zivnog oblika histoloski je verificirana displa-

zija L. stupnja (9, 12). Svi ispitanici s OLP-om
imali su samo oralne manifestacije bolesti bez
popratnih koznih promjena. Od ispitanika s
LPL-om 16 je imalo histoloski verificiranu ho-
mogenu leukoplakiju, a dva verukoznu bez dis-
plasti¢nih promjena (9, 13).

Od svih ispitanika uzeti su biopsijski uzorci
s lezija OLP-a i LPL-a na razlic¢itim lokalizaci-
jama oralne sluznice. Lokalizacija oralnih lezi-
ja odredena je prema shemi Roed-Petersen i
Roenstrup (14). Uzorci su uzeti na granici bo-
lesnog i zdravog tkiva pod lokalnom anestezi-
jom.

Uzimanju biopsijskog materijala za morfo-
losku analizu prethodila je klinicka registracija
intenziteta upalne reakcije i hiperkeratoze u oral-
nim lezijama OLP-a i LPL-a tijekom oralnog
pregleda koji su obavila dvojica ispitivaca me-
todom dvostruke provjere, i ocijenjena stupnje-
vima od 1—3.

Stupanj 1 upalne reakcije (U1) oznacuje op-
ticki tek vidljivu upalnu reakciju, odnosno lo-
kaliziranu promjenu boje oralne sluznice u crve-
nu slaba intenziteta i opsega manjeg od 1 cm?

Stupnjem 2 (U2) oznacen je srednji intenzi-
tet upalne reakcije uz prisutnost eritema 1 atro-
ficne povrSine opsega veceg od 1 cm?.

Stupnjem 3 (U3) oznacena je prosirena upal-
na reakcija jakoga intenziteta, izrazito crvene bo-
je, s prisutnom erozijom sluznice povrsine vece
od 1 cm?*

Intenzitet hiperkeratoticne zone na oralnoj
sluznici kod OLP-a i LPL-a procijenjen je na
temelju promjene boje sluznice u bjelkastosivu
i veli¢ine lezije stupnjevima od 1 do 3.

Stupnjem 1 (H1) ocijenjena je slaba hiper-
keratoza koja je po boji bjelkastosiva i jedva se
zapaZza na oralnoj sluznici, a po opseznosti ne
zauzima prostor veci od 1 cm?.

Stupnjem 2 (H2) ocijenjena je hiperkeratoza
koja je vidljiva promjenom boje u bijelosivu i
zahvac’a povrsinu sluznice u opsegu vecem od
1 cm?.

Stupnjem 3 (H3) ocijenjena je hlperkerato—
ti¢na zona intenzivno bijele boje i veceg opse-
gaod 1 cm?

U vrijeme uzimanja biopsijskog uzorka ispi-
tanici nisu bili pod terapijom ispitivanih bolesti
OLP-aiLPL-a.

Uzorci tkiva sluznice usne Supljine pod-
vrgnuti su uobicajenoj obradi za histopatolosku
(14) 1 za histoenzimsku analizu.
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Za histoenzimsku analizu uzorci tkiva stav-
ljeni su nakon fiksacije u hipertoni¢nu otopinu
puferirane saharoze (0,1 M) u kojoj su bili naj-
dulje dva dana, pohranjeni u hladnjaku. Ovako
priredeni uzorci tkiva rezani su na mikrotomu
tvrtke “Reichert” na rezove debljine do Sp.

Mikroskopsko ocitovanje aktivnosti KF-a
primjenom sintetickih naftolskih supstrata pri-
kazano je metodom simultanog vezivanja sup-
strata. Kao reagencija simultanog vezivanja pri-
mijenjen je heksazonijev pararozanilin koji je
neposredno prije inkubacije pripravljen iz Na-
NO, (1,3 ml) i iz pararozanilina (“Merck”), 1,2
ml uz pH=5,8. Za prikazivanje aktivnosti KF-a
inkubacijski medij sadrzavao je: naftol AS-BI
fosfat 4 mg i acetatni pufer 0,1 M, pH=5,2 10
ml. Inkubacijskom mediju dodano je 0,8 ml hek-
sazonijevog pararozanilina. Inkubacija je traja-
la 60 minuta na temperaturi od 37 °C. Nakon
inkubacije rezovi su kratko isprani u destilira-
noj vodi, postavljeni na predmetnicu i uronjeni
u rastuce koncentracije alkohola i ksilola, nakon
¢ega su uklopljeni kanadskim balzamom. Na-
kon dehidratacije kontrastno su obojeni 1%-
tnom vodenom otopinom metilenskog zelenila.
Finalni produkt enzimske reakcije u epitelnim
stanicama ocitovao se kao pigment jarkocrvene
boje.

Intenzitet aktivnosti kisele fosfataze ocijenjen
je vizualno kao: negativna, slaba i jaka aktiv-
nost. Ucestalost obiljezenih epitelnih stanica
procijenjena je semikvantitativno prema sljede-
¢im kriterijima: 0 = nema obiljeZenih stanica, +
= oskudan nalaz obiljeZenih stanica, ++ = umje-
reno povecan nalaz obiljeZenih stanica, +++ =
nalaz brojnih obiljeZenih stanica. Znacajnost ra-
zlika u ucestalosti obiljeZenih epitelnih stanica
pri razli¢itom klini¢ckom stupnju upalne reakci-
je 1 hiperkeratoze izmedu OLP-a i LPL-a proci-
jenjena je hi-kvadrat testom, uz stupanj znacaj-
nosti od 5%. Rezultati su iskazani u relativnim
frekvencijama i prikazani graficki.

Rezultati

Ucestalost obiljezenih stanica s kiselom fo-
sfatazom (KF) u epitelu kod OLP-a u odnosu
na leukoplakiju (OLP/LPL) pri razli¢itom kli-
ni¢kom stupnju upalne reakcije prikazana je na
slici 1. ZapaZena je dvostruko veca ucestalost
enzimom KF-a obiljezenih epitelnih stanica u
slu¢aju OLP-a nego kod LPL-a. Porastom inten-
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Slika 1. Aktivnost kisele fosfataze (KF) u epitelnim stanica-
ma lezija oralnog lichena planusa (OLP) i leukopla-
kije (LPL) pri razlicitom klinickom stupnju upale;
(Ul=upala slaba intenziteta, U2=upala srednjeg in-
tenziteta, U3=upala jakog intenziteta, UO=stanje bez
upale).

Figure 1. Histoenzymatic activity of acid phosphatase in epi-
thelial cells in lesions of oral lichen planus (OLP) and
leukoplakia (LPL) in various clinical degrees of in-
Sflammation; (Ul=weak inflammation, U2=mild in-
flammation, U3=severe inflammation).

KF u EPITELU OLP/LPL u HIPERKERATOZI I

"
<

N
by
L

29 B
Ak

254
20+

RELATIVNE FREKVENCIIE (%)

EPITEL

S H1 [l H2 NS H3 |

Slika 2. Aktivnost kisele fosfataze (KF) u epitelnim stanica-
ma lezija oralnog lichena planusa (OLP) i leukopla-
kije (LPL) pri razlicitom klinickom stupnju hiperke-
ratoze; (HI=hiperkeratoza) slaba intenziteta, H2=hi-
perkeratoza srednjeg intenziteta, H3=hiperkeratoza
Jjakog intenziteta).

Figure 2. Histoenzymatic activity of acid phosphatase in epi-
thelial cells in lesions of oral lichen planus (OLP) and
leukoplakia (LPL) in various clinical degrees of
hyperkeratosis; (Hl=weak hyperkeratosis, H2=mild
hyperkeratosis, H3=severe hyperkeratosis).
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ziteta upale ucestalost obiljeZenih stanica u slu-
¢aju OLP-a naglo opada, dok je kod LPL-a ne-
promijenjena. U upali jakog intenziteta aktivnost
kisele fosfataze istaknuta je samo u manjem bro-
ju epitelnih stanica kod OLP-a, dok kod LPL-a
potpuno izostaje (P=0,0236).

Ucestalost obiljeZenih stanica u hiperkerato-
zi kod OLP-a sli¢na je nalazu u upali, ali je
obrnuto proporcionalna nalazu kod LPL-a
(P=0,0834) (slika 2). Pri ja¢em stupnju kerato-
ze ucestalost obiljezenih stanica kod OLP-a opa-
da, a kod LPL-a je najveca.

Analiza intenziteta aktivnosti KF-a u epitel-
nim stanicama kod OLP-a pokazala je sljedece
(slika 3): lizozomalni tip reakcije slaba intenzi-
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Slika 3. OLP. Istaknuta reakcija kisele fosfataze (KF) u ro-
Znatom (R) i intenzivnije u granularnom sloju (G). In-
tenzivna reakcija KF-a vidljiva je u subepitelnim ma-
krofagima (m) rasporedenim oko vakuolarno dege-
neriranih stanica bazalnog sloja (vd). U ostalim ba-
zalnim stanicama (B) reakcija KF-a je negativna. (Po-
vecanje x 100)

Figure 3. OLP. The activity of acid phosphatase is increased
in the stratum corneum (R) and more intense in the
stratum granulosum (G). An intense activity of acid
phosphatase is also seen in the subepithelial and in-
traepithelial macrophages (m) distributed around the
zones of vacuolar degenerated basal cells. There is
no engyme activity in basal cells. (Magnification, x
100).

teta ocitovao se u sloju roZevine dok je u zrna-
tom sloju reakcija bila nesto intenzivnija. Jaca
aktivnost KF-a bila je istaknuta u malobrojnim
intraepitelnim makrofagima, a izostala je u ba-
zalnim stanicama kao i u zoni displazije u slu-
¢aju erozivnog lichena.

Kod LPL-a aktivnost enzima KF-a jakoga in-
tenziteta bila je istaknuta u sloju roZevine (sli-
ka 4) i osobito u zrnatom sloju epitela (lizozo-

Slika 4. LPL. Reakcija kisele fosfataze (KF) istaknuta je sa-
mo u roZevini (R) i u zrnatom sloju (G), a posve izo-
staje u sloju bazalnih stanica (B). (Povecanje x 100)

Figure 4. LPL. A marked increase of acid phosphatase activity
is seen in the stratum corneum (R) and particularly
in the stratum granulosum (G). It is totally absent in
the basal cells. (Magnification, x 100).

Slika 5. LPL. Intenzivna reakcija kisele fosfataze (KF) istak-
nuta u stanicama razlicitih slojeva epitela osim u ba-
zalnom (B), gdje je negativna (x 100) (S=spinozni
sloj)

Figure 5. LPL. An intense acid phosphatase activity is seen in
the epithelial cells of various strata, except the basal
cells (B) where it is negative. (x 100) (S=spinous la-
yer).

malni tip reakcije) (slika 5). U bazalnom i sub-

bazalnom podrucju reakcija kisele fosfataze bi-

la je potpuno negativna (slika 4 i 5).

Rasprava

Rezultati ovog ispitivanja pokazali su da se
ucestalost obiljeZenih stanica s kiselom fosfata-
zom (KF) pri razli¢itom klini¢ckom stupnju upal-
ne reakcije 1 hiperkeratoze kod OLP-a znacajno
razlikuje u odnosu na nalaz kod LPL-a. Zajed-
no s uo¢enom razlikom u intenzitetu aktivnosti
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KF-a u stanicama pojedinih slojeva epitela izme-
du lichena planusa i leukoplakije, to upucéuje na
nejednaku enzimsku aktivnost u njima. Tenden-
cija pada ucestalosti obiljeZenih stanica s KF-
om s porastom klinickog stupnja upalne reakci-
je kod OLP-a u skladu je s ranijim zapaZanjima
(8). Kod OLP-a u ZariStima oStecenja tkiva u
epitelnim stanicama opaZene su promjene u per-
meabilnosti lizozomalne membrane, §to neizbje-
Zno vodi u promjenu enzimske aktivnosti epi-
telne stanice naruSavajuci proces njezinoga sa-
zrijevanja. NaSe ispitivanje pokazalo je najma-
nju ucestalost obiljeZenih stanica s KF-om upra-
vo pri jakoj upali koju iz klinickog iskustva prati
gotovo uvijek i oStecenje epitela uz pojavu ero-
zija. Kako su erozije kod OLP-a, pracene jakom
upalnom reakcijom, ujedno i naj¢escée lezije koje
mogu imati premaligni potencijal (9), od inte-
resa je nalaz ove studije da je aktivnost KF-a u
epitelu bila u treéini slu¢ajeva erozivnog liche-
na negativna, a nije registrirana niti u slu¢aju dis-
plazije. Negativna aktivnost KF-a zapaZena je i
kod LPL-a pradenog jakom upalom.

Nalaz aktivnosti KF-a u epitelnim stanicama
pri razli¢itom intenzitetu hiperkeratoze izmedu
OLP-a i LPL-a oprecan je od nalaza u slucaju
upale. Veca ucestalost obiljeZenih stanica kod
jaceg intenziteta hiperkeratoze u slu¢aju leuko-
plakije, za razliku od OLP-a gdje je ucestalost
obiljeZenih stanica kod jakog intenziteta hiper-
keratoze najmanja, ocito diferencira patogene-
zu hiperkeratoti¢nog procesa kod tih bolesti.

Upalna reakcija isti¢e se kao dominantna

CHANGES OF ACID PHOSPHATASE (AP) ACTIVITY IN
VARIOUS CLINICAL STAGES OF ORAL LICHEN

PLANUS.

komponenta patoloskog procesa kod OLP-a, dok
je kod LPL-a intenzivnija reakcija KF-a u sta-
nicama zrnatog sloja epitela, Sto rezultira hiper-
keratozom.

Negativna aktivnost kisele fosfataze u bazal-
nim i spinoznim stanicama oralnog epitela, na-
dena u lezijama OLP-a, u skladu je s ranijim is-
trazivanjima (4), ali nije opisana za LPL. Pot-
punu odsutnost aktivnosti KF-a u bazalnim i spi-
noznim stanicama u usporedbi s nalazima sma-
njene aktivnosti (8) moguce je objasniti inten-
zivnijim patoloSkim procesom s jacim oStece-
njem epitelnih bazalnih i spinoznih stanica, §to
je posljedica poremecenog metabolizma u nji-
ma (4), odnosno morfoloskih i funkcionalnih
promjena u lizosomima (8). Tome govori u pri-
log i nalaz aktivnosti KF-a kod jakog stupnja
upale, gdje se ucestalost obiljeZzenih epitelnih
stanica naglo smanjuje.

Zakljucak

Na temelju prikazanih rezultata moze se zak-
ljuciti da su ucestalost aktivnosti i intenzitet re-
akcije KF-a u stanicama pojedinih slojeva epi-
tela kod OLP-a i LPL-a vaZni parametri u pro-
cjeni razvoja bolesti. Takoder je dijagnosticki
vrijedan pokazatelj i tendencija pada aktivnosti
KF-a u epitelnim stanicama kod OLP-a pri ja-
¢em klinickom stupnju upale i hiperkeratoze.
Nasuprot tome, kod LPL-a je uoc¢ena tendenci-
ja jace aktivnosti kisele fosfataze pri jacem stup-
nju hiperkeratoze.

Adresa za korespondenciju:
Adress for correspondence:

I. CHANGES OF ACID PHOSPHATASE ACTIVITY

IN EPITHELIAL CELLS

Summary

Thirty-three biopsy samples of oral lichen planus (OLP) and
18 of leukoplakia (LPL) were examined by enzyme histochemis-
try to determine acid phosphatase activity in epithelial cells in
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various clinical stages of inflammation and hyperkeratosis in the
two diseases. Significantly more activated epithelial cells, as in-
dicated by their intense reaction to acid phosphatase (AP), we-
re found in inflammation in OLP than in LPL (p=0.02). In seve-
re inflammation, a decreased activity of acid phosphatase was
observed in epithelial cells from both OLP and LPL samples.
The AP activity reaction was most pronounced in comeal and
granular epithelial cells, especially in LPL, while it was negati-
ve in basal cells of both diseases. The frequency of AP-marked
cells in various clinical stages of hyperkeratosis in OLP was al-
most identical to that in inflammation, but opposite to the fin-
ding in LPL. These findings suggested different epithelial cell

metabolism in thesame pathologic process, inflammation or
hyperkeratosis, of clinically similar diseases, which may have a

diagnostic and prognostic value.

Key words: oral lichen planus, leukoplakia, oral epithelium,

histochemistry, acid phosphatase
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