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”UDRUZENOST POLIMORFIZMA GENA TLRs 2,3,4 i CD14 KOD
BOLESNIKA SA ORALNIM LIHEN PLANUSOM (OLP).”

Rezime

Uvod. Oral lihen planus (OLP) predstavlja hroni¢nu inflamatornu bolest oralne mukoze
sa nepotpuno rasvetljenom etiologijom. Bolest pogada oko 2-4% svetske populacije i
ceS¢e se javlja kod zena. Faktori koji su asocirani sa nastankom OLP-a su: stres,
dentalni materijali, dijabetes, autoimunske bolesti, prisustvo Candida albicans,
Helicobacter pylori, Hepatitis C virus itd. Prethodne studije sprovedene unutar porodice
su ukazale na postojanje geneticke predispozicije za razvoj OLP-a. Dodatno, OLP se
Cesto smatra i premalignom oralnom lezijom, iako je asocijacija sa nastankom oralnog
karcinoma kontroverzna prema literaturnim podacima. Receptori sli¢ni Toll-u (Engl.
Toll-Like Receptors - TLRs) predstavljaju veliku klasu receptora koji su ukljuceni u
urodeni i adaptivni imuni odgovor. TLRs vezuju brojne egzogene i endogene antigene
prepoznavanjem konzervisanih molekularnih obrazaca patogena (Engl. Pathogen
Associated Molecular Patterns - PAMPs. Nakon aktivacije TLR, pokrecu se nishodni
molekulli u signalnom putu, $to dovodi do ekspresije pro-inflamatornih gena. Prethodne
studije su ukazale na znacajnu ulogu koju TLR receptori imaju u patogenezi infekcije,
inflamacije, oSte¢enja tkiva i nastanka kancera. U TLR genima je identifikovan veliki
broj polimorfizama nukleotidne sekvence (Engl. Single Nucleotide Polymorphism —
SNP). Moglo bi se pretpostaviti da polimorfizmi mogu uticati na funkcionalnost TLR
receptora 1 poviSavati/snizavati rizik za nastanak hroni¢ne infekcije. Kako je oralna
mukoza direktno izloZzena mikroorganizmima koji mogu biti prepoznati od strane TLR-
ova, prisustvo SNP-ova u TLR genima bi moglo imati vaznu ulogu u patogenezi
oralnog lihen planusa.

Cilj. Cilj ove doktorske disertacije je bilo utvrdivanje postojanja asocijacije izmedu
polimorfizama TLR2 (rs3804099), TLR3 (rs3775291, rs5743312), TLR4 (rs4986791,
rs4986790) 1 CD14 (rs2569190) gena sa rizikom za razvoj i klini¢ckim formama oralnog
lihen planusa, kao i etioloskim faktorima. Dodatno, cilj je bila i1 identifikacija
haplotipskih blokova u studijskoj grupi i asocijacije izmedu registrovanih haplotipova

sa rizikom za nastanak oralnog lihen planusa.



Materijal i metode. Studijska grupa se sastojala od 101 pacijenta sa dijagnostikovanim
oralnim lihen planusom i 104 zdrave kontrole, odgovarajuée polne i starosne strukture,
bez sistemskih i bolesti oralne duplje. Polimorfizmi u TLR2, TLR3, TLR4 i CD14
genima su genotipizirani Real-Time PCR ili PCR-RFLP metodom.

Rezultati. Mutirani genotip polimorfizma rs5743312 TLR3 genas je bio asociran sa
povisenim rizikom za razvoj oralnog lihen planusa u poredenju sa wild type genotipom
(OR=15.984, p=0.011). Analizirani polimorfizmi rs5743312 1 rs3775291 u TLR3 genu
su se nalazili u gametskoj neravnotezi vezanosti (Engl. Linkage Disequilibrium — LD)
(D’=1, 1’=0.1), kao i proudavani polimorfizmi rs4986791 i rs4986790 (D’=0.52,
1’=0.26). Identifikovani haplotipovi u TLR3 genu nisu bili asocirani sa rizikom za
nastanak OLP-a. Haplotip TA TLR4 gena je bio asociran sa snizenim rizikom za razvoj
OLP-a u poredenju sa CA haplotipom. Ni jedan od analiziranih polimorfizama nije bio
asociran sa etioloSkim faktorima kao ni razli¢itim klinickim formama oralnog lihen
planusa.

Zakljucak. Rezultati nase studije ukazuju da polimorfizam TLR3 gena moZe imati
znacajnu ulogu u etiologiji oralnog lihen planusa. Dodatno, identifikovani TA haplotip
bi mogao biti razmatran kao potencijalni molekularni indikator snizenog rizika za
nastanak i razvoj oralnog lihen planusa. Dalja istrazivanja na vecoj studijskoj grupi i
ukljucivanje podataka o genskoj ekspresiji, nivou citokina, gensko-genskih i gensko-
sredinskih interakcija mogu biti od posebne vaznosti za razumevanje etiologije oralnog
lihen planusa.

Kljuéne reci. Oralni lihen planus, polimorfizmi nukeotidne sekvence, TLR, CD14.

Nauc¢na oblast: stomatologija
UZa neucna oblast: spec. Parodontologije i oralne medicine
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1. UVOD



Uvod

1.1. Istorijat

Lichen planus (LP) je benigna, hroni¢na dermatoza pri kojoj se javljaju
karakteristi¢ne efflorescence u obliku takozvane “lihenske papule® (Meir Gorsky.“Oral
lichen planus:malignant transformation and humanpapiloma virus®). Termin * lichen ”
potice jos iz antickog doba, kada je bio koriS¢en za oznaCavanje papulozne erupcije na
kozi (Lepoivre i Vyjver, 1971).

Pocetkom XIX veka problematikom LP-a bavili su se Bateman, Bazin a narocito
Hebra (,,lichen rubber exudativus”). Nesto kasnije je ovu bolest precizno opisao Wilson
(1869), nazvavsi je ,,Lichen Planus” (Wilson, 1869). Wilson je ustanovio da je LP
identicno oboljenje kao i ,Leichen rubber”, ali je dodao da promene mogu biti
identifikovane i na sluzokozi usne duplje. Opis promena u vidu belih papula na obraznoj
i jezi¢noj sluzokozi dao je Thibierge 1885 godine (Thibierge, 1885), dok je Kaposi
1892. ustanovio jednu varijantu LP-a, koju je nazvao ,lichen rubber pemphigoides”
(Kaposi, 1892). Tri godine kasnije Wickham je zapazio prisustvo belicastih tackica i
linija u predelu patoloski promenjene oralne mukoze (Wichkam, 1895). Ove promene i
danas nose naziv po naucniku koji ih je prvi identifikovao — ,,Wickham-ove strije”. Prvi
klini¢ki oblici oralnog LP-a (OLP-a) otkriveni su 1905., kada je ustanovljeno postojanje
dve klinicke forme OLP-a — ulcerativna i bulozna (Poor, 1905).

Darier je 1909 godine histopatoloski opisao LP (Darier, 1909), a veliki doprinos
savremenoj klinickoj i histopatoloskoj slici ove bolesti dali su francuski naucnici
Hallopeau, Lavergne, Gougerot, Civatte i drugi (Lepoivre i Vyjver, 1971).

U novijoj istoriji naucnici su dosli do brojnih rezultata na osnovu kojih se LP
moze svrstati u bolesti sa autoimunim patogenetickim mehanizmom. Prve dokaze
vezane za autoimunu etiopatogenezu LP-a dali su Sarkany & Gaylarde 1972 godine
(Sarkany & Gaylarde, 1972).

Danas se LP smatra relativno cestom hronicnom inflamatornom boles¢u

nepoznate etiologije, koja zahvata sluzokozu i/ili kozu.
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1.2. Epidemiologija

Lichen planus je rasprostranjen u celom svetu, podjednako kod svih ,rasa*. U
opstoj populaciji prevalenca oralnog lichen planus-a se kre¢e od 1-4% prema najnovijim
istrazivanjima, §to je sa manjim ili ve¢im odstupanjima, utvrdeno u razli¢itim studijama
(Carcassi i sar., 1994).

Prave vrednosti ucestalosti lichen planus-a je teSko utvrditi jer se veliki broj
bolesnika sa ovim oboljenjem javlja kod dermatologa gde dobija terapiju. Kada je rec¢ o
distribuciji medu polovima, poznato je da zene dva puta ¢es¢e podlezu oboljenju (63-
67%) (Sondell i sar., 1996). Kod muskaraca se lichen planus naj¢eSc¢e razvija poc¢etkom
tridesetih, a kod Zena u pedesetim godinama Zivota. Lichen planus je oboljenje srednje
zivotne dobi, 1 na osnovu rezultata mnogih studija najces¢e se javlja izmedu 50 — 55
godine zivota (Carcassi 1 sar., 1994, Chaiyarit i sar., 1999). Lezije se kod ove bolesti
ucestalije javljaju na oralnoj sluzokozi nego na kozi (Smoller & Glusac, 1994).
Zabelezeni su i slucajevi da se javlja kod dece mlade od deset godina. Najmlada osoba
kod koje je dijagnostikovan lihen je imala sedam godina.

Lichen planus ima mali premaligni potencijal (1% + posle 10 godina) ili 0,4-3.3%
(Sugerman i sar., 1995). Zapazeno je i porodi¢no javljanje lihena. Tako je Mahood
opisao devet Clanova obolelih od LP-a iz Cetiri familije (Mahood, 1983). Posto je lihen
opisan kod monozigotnih blizanaca, a nadena je i ceSc¢a zastupljenost HLA-A3, HLA-
B5 1 HLA-BS antigena kod obolelih od LP-a u odnosu na zdravu populaciju. Dodatno,
primeceno je da se LP ¢esce javlja u zimskim mesecima (Sugerman i sar., 2000).

Uzrok ovog oboljenja nije poznat. Lichen planus predstavlja multifaktorijalnu

bolest gde se spominju brojni mehanizmi i njihove interakcije.

1.3. Etiologija

Mehanizam nastanka Lichen planusa je jo§ uvek nejasan. Uzrok i patogeneza
ovog oboljenja su nepoznati. Kao moguci etiopatogeneticki faktor OLP-a se najceSce

pominje autoimunitet, zbog razli¢itih autoimunih karakteristika ove bolesti kao §to su:
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veza OLP-a sa drugim autoimunim bolestima, izrazena depresija imuno-supresorne
aktivnosti, prisustvo autocitotoksi¢nih T-¢elijskih klonova na mestu lezije itd (Bramanti
i sar., 1995). Siroko je prihvaéeno stanoviite da je u pitanju ¢éelijski posredovan imunski
odgovor na spoljne antigene ili unutrasnje antigene koji izazivaju promene na epitelnim
celijama. U vedini slucajeva precipitiraju¢i faktor je nepoznat i bolest je idiopatska.
Pored detekcije CD14 limfocita, kod OLP-a se mogu detektovati i neki Toll-like
receptori (TLRs) koji nam ukazuju na mogucu etiopatogenezu bolesti. Oni kontroliSu
pojavu akutnog inflamatornog odgovora i od klju¢nog su znacaja za nastanak
adaptibilnog imuniteta.

Receptori koje urodeni imunski sistem koristi da reaguje protiv mikroorganizama,
eksprimirani su na fagocitima, dendritskim c¢elijama i mnogim drugim celijama,
ukljucujuéi limfocite, epitelne i endotelne celije, pri cemu sve te celije ucestvuju u
odbrani od razlicitih klasa mikroorganizama. Ti receptori su eksprimirani u razli¢itim
¢elijskim odeljcima u kojima mikroorganizmi mogu da se nadu. Neki od receptora se
nalaze na povrsini ¢elije. Drugi receptori su smesteni u endoplazmatskom retikulumu i
brzo prelaze u vezikule (endozome), u koje produkti mikroorganizama dospevaju
ingestijom. Takode, neki od receptora se nalaze u citoplazmi, gde funkcionisu kao
senzori za citoplazmatske mikroorganizme. Identifikovano je nekoliko klasa tih
receptora i oni su specifi¢ni za razlicite tipove produkata mikroorganizama (molekulske
obrasce) (Chaiyarit i sar., 1999).

Receptori slicni Tollu (Engl. Toll-Like Receptors-TLRs), su homologi proteinu
Drosophilae nazvanom Toll, koji je otkriven zbog svoje uloge u odbrani od infekcija.
TLR su specificni za razli¢ite komponente mikroorganizama. Na primer, TLR-2 je
odgovoran za nekoliko lipoglikana bakterija, TLR-3, -7 i -8 za virusne nukleinske
kiseline (kao Sto je dvolancana RNK), TLR-4 za bakterijski lipopolisaharid
(endotoksin), TLR-5 za komponentu bakterijskih flagela nazvanu flagelin, a TLR-9 za
oligonukleotide bogate nemetilovanim CG dinukleotidima (CpG), koji su zastupljeniji u
bakterijama nego u ¢elijama sisara (Chaiyarit i sar., 1999).

Neki od TLR-ova se nalaze na povrsini éelije, gde prepoznaju produkte
ekstracelularnih mikroorganizama, a drugi u endozomima u koje mikroorganizmi bivaju
ingestirani. Signali koji nastaju angazovanjem TLR-a aktiviraju transkripcione faktore

koji stimuliSu ekspresiju gena koji kodiraju citokine, enzime i druge proteine uklju¢ene
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u antimikrobne funkcije aktiviranih fagocita i dendritskih ¢elija. Neki od najvaznijih
transkripcionih faktora koje aktiviraju TLR su NF-kb (nukleusni faktor kapa b), koji
stimuliSe ekspresiju razli¢itih citokina i endotelnih adhezivnih molekula i faktor
odgovora na interferon (Engl. Interferon Response Factor 3, IRF-3), koji stimulise
produkciju interferona tip I, citokina koji blokiraju virusnu replikaciju. Mnogi drugi
tipovi receptora ucestvuju u urodenom imunskom odgovoru na mikoorganizme. Jedan
koji se mnalazi na povrSini Celije, prepoznaje peptide koji pocinju sa
N- formilmetioninom, §to je specificno svojstvo bakterijskih proteina. Receptor za
terminalne rezidue manoze ukljucen je u fagocitozu bakterija.

Nekoliko citoplazmatskih receptora prepoznaje virusne nukleinske kiseline ili
bakterijske peptide. Drugi receptori koji ucestvuju u urodenom imunskom odgovoru ne
prepoznaju produkte mikroorganizama, ve¢ citokine koji se stvaraju u odgovoru na
mikroorganizme. Ti citokini obuhvataju i hemokine , koji stimuliSu migraciju ¢elija ka
mikroorganizmima i interferon —y (IFN- y), koji pojacava sposobnost fagocita da ubijaju
ingestirane mikroorganizme. Sa druge strane, neki drugi receptori prepoznaju antitela i
proteine komplementa vezane za mikroorganizme.

Razlicite geneticke i razvojne varijacije mogu uticati na predispoziciju pojedinca
kada su u pitanju infekcije bilo kog tipa i mogu doprineti pojavi nekih autoimunih

bolesti u kasnijoj Zivotnoj dobi.

1.3.1. Geneticki aspekti

OLP se u pojedinim studijama opisuje kao geneticki uslovljeno oboljenje, ali ne
postoji precizna geneticka potvrda za to. Poznato je da je osetljivost na autoimunske
bolesti povezana sa genetickim faktorima. Najbolje je proucena veza izmedu pojave
autoimunskih bolesti i ispoljavanja odredenih MHC (HLA) genotipova (Slika 1). Ova
povezanost se moze utvrditi poredenjem ucestalosti odredenih HLA alela kod obolelih
od neke autoimunske bolesti sa ucestaloS¢u u zdravoj populaciji. Neka istrazivanja su
pokazala da braca i sestre obolele od iste autoimune bolesti imaju isti HLA-haplotip

znacajno ¢esce od ocekivanog.
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Poznato je da je pojava lihena udruzena sa ekspresijom HLA-DR 1 antigena (Lee i
sar., 1996, Regezi i sar., 1994). Grupa italijanskih autora je identifikovala alel HLA-
DRB1*0101 koji na 85-om poloZzaju sadrzi valin, a na 86-om glicin, koji je povezan sa

predispozicijom za idiopatski kutani lihen (Rojo-Moreno i sar., 1998).

NMIHC 1 klase

Transmembranski region
COOH
Shema HLA molekula

Slika 1. Shema HLA molekula (Preuzeto iz ,,Color atlas of imunology*
Burmeister G, Pezzutto A, 2003, strana 51).

Prethodno opisana zapazanja o izvesnom stepenu oligoklonalnosti T-¢elija i
selektivnoj ekspresiji HLA-DRBI molekula kod obolelih sa lihenom potvrduju
srediSnje mesto za sada nepoznatih antigena u zapocinjanju i odrzavanju patoloskog
procesa (Slika 2). Pretpostavlja se da ovih antigena ima viSe, ali je njihov broj

ogranicen, a struktura sli¢na.
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Transmembranski region
Struktura HLA molekula

Slika 2. Struktura HLA molekula (Preuzeto iz ,,Color atlas of imunology*
Burmeister G, Pezzutto A, 2003, strana 51).

Histoloski posmatrano, za OLP su karakteristi¢ne lezije koje sadrze ogromnu
koli¢inu infiltrata makrofaga koje u lezijama pokazuju FcyRIIA i FcyRIIIA. Receptor
IgA 1 MMP geni takode imaju vaznu ulogu u imunitetu sluzokoze. Uz to, polimorfnost
FcyR, FcaR i MMP gena treba proucavati u cilju razjasnjenja genetickog doprinosa
OLP-u.

Rezultati izvesnih studija su pokazali da se ucestalost alela FcyRIIIB blago, ali
ne znacajno razlikuje izmedu pacijenata i kontrolne grupe. FcyRIIIB je neutrofilno-
specifican IgG receptor, a polimorfnost FcyRIIIB NA 1/NA2 utice na afinitet ka [gG1 i
IgG3 (Slika 3). Smatra se da genotipovi FcyRIIIB regulisu neutrofilne funkcije kao sto
su aktivnost fagocita i aktivna sposobnost stvaranja kiseonika, te mogu biti faktori rizika
razli¢itih infekcija (agresivni periodontitis i hroni¢ni periodontitis) i autoimunih bolesti
(SLE).

Cinjenica da su nivoi potklase IgG u pljuvacki povecani kod pacijenata sa OLP-
om sugerise da interakcija izmedu FcyR 1 IgG potklasa igra vaznu ulogu u patogenezi
OLP-a. Autoimuni mehanizmi takode mogu ucestvovati u patogenezi OLP. Prethodne
studije su dokazale da su Cetiri FCyR gena (FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRIIIA, FcyRIIIB)

blisko locirani na hromozomu 1q23-24.
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Kombinacija FcyR genotipova se smatra potencijalnim markerom rizika za SLE
i periodontitis kod japanskih pacijenata. Pretpostavka da polimorfnost FcyRIIIB
predstavlja navodni faktor rizika za nastanak OLP-a moze iziskivati testiranja vecih

grupa pacijenata sa dijagnostikovanim OLP-om.
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Slika 3. IgG receptor (Preuzeto iz ,,Color atlas of imunology* Burmeister G,

Pezzutto A, 2003, strana 41)..

1.3.1.1. Polimorfizmi nukleotidne sekvence

Geneticki polimorfizam je alelska varijanta koja postoji stabilno u populaciji u
ucestalosc¢u koja je dovoljno visoka da se ne smatra proizvodom mutacija i veca je od
1% (Frazer i sar., 2009). Polimorfizam nukleotidne sekvence (Engl. Single Nucleotide
Polymorphism- SNP) predstavlja geneticku promenu u sekvenci molekula DNK u samo
jednom od cCetiri nukleotida u genomu. U humanoj DNK se na svakih 500-1 000 baza
moze identifikovati jedan SNP (Frazer i sar., 2009). Imaju¢i u vidu da veli¢ina humanog
genoma iznosi oko 3,2 milijarde baznih parova, procenjeno je da oko milion razlika
koje postoje izmedu dva genoma predstavljaju rezultat postojanja SNP-ova, Sto ¢ini oko
85% ukupne humane geneticke varijacije.

Polimorfizmi nukleotidne sekvence se mogu nalaziti unutar kodiraju¢eg regiona
gena-egzona, nekodirajuéeg regiona-introna ili intergenskih regiona. Najces¢i su SNP-

ovi identifikovani unutar regiona promotora gena. Za razliku od SNP-ova koji se nalaze
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unutar intronskih regiona, za koje se smatra da imaju relativno mali bioloski efekat,
zbog Cega su i slabije proucavani u studijama asocijacije, SNP-ovi unutar kodirajuc¢eg
regiona gena su najce$¢e predmet naucnih proucavanja. Smatra se da SNP-ovi koji se
nalaze u kodiraju¢em regionu verovatnije menjaju funkciju proteina. Ipak, treba imati u
vidu da zbog izrodenosti genetickog koda, iako su smesSteni u kodiraju¢em regionu,
takvi polimorfizmi nuleotidne sekvence ne moraju imati bioloski efekat.

SNP-ovi se najceS¢e u literaturi obeleZavaju svojim jedinstvenim “rs” brojem
(Engl. Reference SNP ID), uz pomo¢ kog se polimorfizam od interesa moze lako
pretrazivati u dostupnim bazama podataka. DugogodiSnje interesovanje istrazivaca za
proucavanje SNP-ova lezi u ¢injenici da postojanje razlicitih varijacija sekvence DNK
kod ljudi moze imati izvesne posledice po pitanju podloznosti bolestima, odgovoru na
patogene, hemikalije, lekove, vakcine i druge agense. Geneticke studije asocijacije
imaju za cilj da prouce eventualno postojanje asocijacije izmedu kandidat gena,
ukljucujuci i geneticke varijante identifikovane u datom genu, sa podloZznos¢u nastanka
odredenog fenotipa, najcesce bolesti. Obzirom da se medicina XXI veka razvija u smeru
individualnog pristupa lecenju, nasuprot tradicionalno uspostavljenom populacionom
pristupu lecCenja, smatra se da ¢e proucavanje SNP-ova genetickim studijama asocijacije

omoguciti realizaciju koncepta personalizovane medicine.

1.3.2. Stres

Poznato je da pacijenti sa OLP-om pokazuju vece znake anksioznosti, depresije i
povecane podloznosti psiholoSkim poremecajim (Burkhart i sar., 1997). Pacijenti koji
boluju od oralnog lichen planusa mogu primetiti pogorsanje stanja u toku perioda stresa,
dok drugi uocavaju i pojavu zamora. PogorSanje se uglavnom uocava 1 do 2 nedelje
nakon stresnog perioda.

Kod pacijenata sa erozivnim LP-om znaci depresije su ve¢i nego kod bolesnika sa
neerozivnom formom (Koray i sar., 2003). Uz hroni¢ne neprijatnosti koje mogu dovesti
do stresa, pacijenti sa OLP-om su zabrinuti zbog moguénosti malignizacije, zarazne
prirode oboljenja i vidnog nedostatka dostupnosti edukativnog materijala za pacijente

(Ulevitch, 1999).



Uvod

Psiholoska terapija kod obolelih od OLP-a je neophodna, uzimajuéi u obzir
¢injenicu da je nivo anksioznosti kod ove grupe bolesnika daleko veci, kao i povecan
nivo kortizola u salivi. Navedeni podaci nam ukazuju na nesumnjivu povezanost

stresnih situacija i razvoja OLP-a (Takeuchi i sar., 1999).

1.3.3. Infekcija

Bakterije kao $to su Gram-negativni anaerobni bacili i spirohete ¢esto se dovode u
vezu sa pojavom LP-a, ali njihov uticaj nikada nije bio jasno potvrden. Uzimajuéi u
obzir povremen odgovor tkiva obolelih od OLP-a na dejstvo razli¢itih antibiotika,
hipoteza o uticaju infektivnih agenasa na razvoj ove bolesti sve vise dobija na znacaju.

Nesto sto dovodi u vezu OLP sa bakterijskim infekcijama je i pojava Toll-like
receptora tipa 4 (TLR-4) (Slika 4). ReC je transduktornom receptoru koji se aktivira
nakon vezivanja bakterijskih lipopolisaharida (LPS) i lipo-teihoi¢ne kiseline (LTA).

Na mestu prodora antigena, LPS i LTA se najpre vezuju za CD14 receptor koji
vr$i pokretanje reakcije preko TLR-4 receptora. Receptor tada homodimerizuje i
formira kompleks sa MD2 proteinom koji se potom transportuje na povrsinu celije. Za
razliku od LTA koji se moze direktno povezati sa CD14 receptorom, LPS mora biti
dostavljen od strane lipopolisaharid vezujuceg proteina (Engl. Lipoplysacharide
Binding Protein - LBP). U prenoSenju signala ucestvuju i drugi adaptabilni proteini kao

Sto su MyD88 (mijeloidni diferentovani primarni protein 88), TIRAP, TRIF i TRAM.
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Slika 4. TLRs-4 kao receptor za LPS (Preuzeto iz ,,Color atlas of imunology*
Burmeister G, Pezzutto A, 2003, strana 63).
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Slika 5. Receptori za razli¢ite vrste infektivnih agenasa (Preuzeto iz ,,Color atlas

of imunology* Burmeister G, Pezzutto A, 2003, strana 63)..

Pojedine studije prikazuju porast prevelence Candidae albicans kod obolelih od
OLP-a, ¢ije se klinicko poboljSanje moZe uociti nakon primene antifungalne terapije.

Na mestu prodora antigena (gljivicna infekcija) moze se detektovati prisustvo
receptora TLR-2. TLR-2 je odgovoran za prepoznavanje gljivicne infekcije preko
¢elijskih delova Zymosan-a (Slika 5), koji se vezuje za CD14 receptor i utice na TLR-2.
Nakon ove interakcije dolazi do produkcije TNF-a. Receptor TLR-2 zajedno sa TLR-6

11
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prepoznaje MALP 2 (mikoplazmalni makrofagni aktivisuci lipopeptid 2). Dva navedena
receptora pored uloge u pokretanju odgovora na gljiviénu infekciju mogu ucestvovati i u
aktivaciji makrofaga od strane Gram-pozitivnih bakterija.

Kada se govori o uticaju virusnih infekcija na OLP moze se re¢i da mogu biti
okida¢ za nastanak ovog oboljenja. U prilog tome govori i Cinjenica brojnih radova o
prisustvu TLR-3 na mestu infekcije. Ovaj receptor aktivira imune ¢elije u odgovoru na
virusnu RNK. Njegovom aktivacijom dolazi do sekrecije interferona alfa (Ifn-Alpha)
kao 1 interferona beta (Ifn-Beta) kao odgovor na virusnu infekciju.

Potvrdeno je i prisustvo humanog papiloma virusa (HPV) u nekim lezijama kod
obolelih od lichen planusa. Virusni antigeni bi mogli biti prisutni na membrani
keratinocita, bas kao S§to su prisutni glavni humani histokompatibilni antigeni. Tako je
na keratinocitima kod LP lezija povecana ekspresija receptora (CD 21) za Epstein-Barr
virus (EBV), §to ide u prilog teoriji da je infekcija niskog stepena i/ili perzistentna
infekcija epitelnih ¢elija herpes virusom mogu¢ etioloski faktor LP-a.

Virus hepatitisa C (HCV) se moze javiti u okviru lichen planusa. Sekvence virusa
pronadene su u serumu pacijenata koji boluju od LP-a. Kod obolelih je takode moguce
identifikovati neki od tri glavna HCV genotipa (Koch & Bahmer, 1999). LP se moze
javiti zajedno sa oboljenjem jetre koje je praceno HCV infekcijom. Etiopatogeneza LP-a
koji je pracen HCV infekcijom je nejasna. Moguce je da postoji ¢elijski posredovana
citotoksi¢nost prema epitopu koji je zajednicki za HCV 1 alterisane keratinocite.

Pacijenti inficirani virusom hepatitisa C Cesto imaju ekstrahepaticne manifestacije
koje znacajno doprinose stopi oboljenja vezanoj za HCV. Mnoga istrazivanja su
pokazala povezanost HCV i1 LP u juznoj Evropi i Aziji (Carrozzo i sar., 1996, Chuang i
sar., 1999, Klanrit i sar., 2003, Jubert i sar., 1994, Arrieta i sar., 2000). HCV infekcija je
¢esce prisutna kod pacijenata sa erozivnom formom OLP-a u odnosu na pacijenate sa
neerozivnim OLP-om (Roy i sar., 2000). Povezanost HCV-a i OLP-a potkrepljuje
¢injenica da su virusne sekvence HCV-a pronadene u serumu pacijenata sa OLP-om, a
pokazano je da se HCV povremeno umnozava u tkivu oralnog planusa, verovatno
doprinoseci tako patogenezi oSteéenja sluzokoze (Pilli i sar., 2002, Carrozzo i sar.,
2001, Petruzzi i sar., 2004). Noviji podaci su pokazali da se HCV specificne T celije
mogu naci u usnoj sluzokozi pacijenata sa hroni¢nim hepatitisom C i OLP (del Olmo 1

sar., 1990).
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Cini se da je OLP veza za HCV takode u vezi sa HLA II klasom alela HLA-DRG6,
§to bi delimi¢no objasnilo neobi¢nu geografsku heterogenost veze izmedu OLP i HCV
(Yiannias i sar., 2000, Hietanen i sar., 1987). Cak i zemljama u kojima izgleda HCV
infekcija igra etiolosku ulogu u patogenezi OLP-a, veéina pacijenata sa OLP-om nisu

inficirani HCV-om (Koch & Bahmer, 1999).

1.3.4. Stomatoloski materijali

Kod obolelih od lichen planusa vrlo Cesto se spominje uticaj materijala koji se
koriste u stomatologiji kao S$to su amalgam i zlato. Ipak, veliki broj obolelih nema
meduzavisnost klini¢kih simptoma bolesti sa prisutnim stomatoloskim materijalima.

Stomatoloski materijali za popravku ukljucuju¢i amalgame, smolu za izlivanje,
kobalt i zlato, navodeni su kao uzroci oralnih lihenoidnih reakcija. Cak i sastavne
komponente i plastika mogu biti vazni u patogenezi i tretiranju pacijenata sa OLR
(oralnim lihenoidnim reakcijama) (Thornhill i sar., 2003).

Neki autori govore o slaboj ucestalosti osetljivosti na zivu i ne javljanju
poboljsanja usled uklanjanja amalgamskih punjenja (Wong & Freeman, 2003), dok
drugi tvrde da je osetljivost na zivu vazan uzrok svih oblika OLR-a (Skoglund, 1994).
Iako nisu tipi¢ne, ove tvrdnje treba dovesti u pitanje kada su lezije ograni¢ene na
podrucje oralne sluzokoze gde su u bliskom kontaktu i blizini materijala za plombiranje.
Pozitivan test reakcije na maloj povrSini na viSe alergena zive i Cvrsta klinicki
ustanovljena povezanost izmedu lezija i amalgamskog materijala moze povecati stepen
verovatnoce tacne dijagnoze i opravdati uklanjanje i zamenu svih amalgamskih plombi
onima koje su napravljene od drugih materijala (Ostman i sar., 1996). U sluc¢ajevima
gde se stanje pacijenata sa negativnim testom na maloj povrSini poboljSava zamenom
plombi, ziva moze da deluje iritantno u patogenezi OLR-a (Thompson & Skaehill,
1994).

Ipak, amalgam i drugi materijali mogu dovesti do pojave promena lihenoidnog
tipa, odnosno lezija koje klinicki i histoloski lice na lichen planus, ali imaju
prepoznatljivu etiologiju. Kod pojedinih lezija ovog tipa moze do¢i do potpune
rezolucije promena nakon zamene amalgamskih ispuna drugim materijalima (Potts i

sar., 1987, Robertson & Wray, 1992). Uzimajuci u obzir rezultate brojnih istrazivanja,
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uocljivo je da lezije oralne mukoze lihenoidnog karaktera mogu nastati, ne kao
posledica alergije na zivu, ve¢ kao posledica uticaja mehanickih iritacija i galvanskih

struja.

1.3.5. Lekovi

Veliki broj lekova se navodi kao moguci etioloski faktor u nastanku lihenoidnih
lezija na kozi i oralnoj mukozi. Medikamenti koji se najceS¢e pominju u vezi sa lichen
planusom su nesteroidni antiinflamatorni lekovi i inhibitori angiotenzin—konvertirajuc¢eg
enzima (ACE inhibitori), oralni hipoglikemici, penicilamin, neki diuretici, soli zlata,
antimalarici. Oralne lezije ovog tipa su u najveéem broju slucajeva erozije, koje imaju
tendenciju unilateralnog javljanja, na $ta ukazuju rezultati mnogih studija.

Najpouzdaniji nacin za dijagnozu lihenoidne reakcije je nestanak lezija nakon
prekida terapije medikamentom koji je potencijalni pokreta¢ lihenoidnih reakcija, i
pojava novih lezija nakon ponovnog uvodenja istog leka. U praksi se ova metoda
najcesce ne izvodi usled posledica koje pacijent moZe imati u toku njenog sprovodenja.

Ponovno razmatranje ove teme sugeriSe da su dokazi za povezanost lekova i
OLR-a najcvri¢i kada je re¢ o beta blokatorima, metildopu, penicilaminu i agensima
lekova bez steroida i sa protiv-upalnim dejstvom (Lamey i sar., 1995, McCartan &
McCreary, 1997, Conklin & Blasberg, 1987). lako su brojni lekovi dovodeni u vezu sa
OLR-om, takvi nalazi su bili zasnovani na pojedinacnim slu¢ajevima ili oskudnoj
dokumentaciji.

Klinicka identifikacija lihenoidnih reakcija na lekove bazirana je uglavnom na
subjektivnim kriterijumima iako ponekad postoji tendencija lezija da budu jednostrane
(Eisen, 1994) i erozivne (McCartan & McCreary, 1997).

Najpouzdaniji metod za otkrivanje lihenoidnih reakcija na lekove je pracenje
povlacenja reakcije ukoliko se odstrane Stetni lekovi 1 njenog vracanja ukoliko pacijent
ponovo uzme dati lek. S obzirom da je ovaj metod nepraktiCan i nesiguran, garancija
mozZe biti zabrana uzimanja Stetnog leka i njegova zamena drugim agensom. Nakon §to
je Stetni lek izuzet iz upotrebe, mogu prote¢i meseci pre nego Sto se reakcije povuku.

OLR se moze pojaviti mesecima ili godinama nakon uzimanja leka, i sreCom, nalazi
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OLR-a su redi nego lekovima izazvana koznom lihenoidnom reakcijom (Ramon-Fluixa

isar., 1999).

1.3.6. DeklanSirajudi faktori i loSe navike

Jedan od faktora koji moze uticati na pojavu lichen planusa je i puSenje. Kod
pusaca su znacajno viSe izrazene lezije plakoznog tipa, a manje retikularne i atroficne
forme ovog oboljenja. Povezanost ove bolesti sa konzumiranjem cigareta nije dokazana,
iako puSenje moze doprineti alteraciji ve¢ postojecih lezija.

Kebnerov fenomen koji je karakteristican za LP gde lezije nastaju kao reakcija na
traumu zapazen je takode i u usnoj duplji. Mehanicka trauma tokom stomatoloskih
intervencija, toplota i iritacija od duvanskih proizvoda, iritacija oralne sluzokoze od
ostrih ivica zuba,, grubih stomatoloskih popravki i neadekvatnih proteza, kao i navike
grizenja usana i obraza, predstavljaju pogorSavajuce faktore (Katz i sar., 1988).
Kebnerov fenomen moze objasniti zaSto se erozivne lezije javljaju u oblastima
podloznim traumi, kao §to su sluzokoza usta i obraza i lateralne povrSine jezika.
Ukoliko su takvi faktori umanjeni ili eliminisani, oralne lezije se ili preobrac¢aju u manje
ozbiljne oblike bolesti ili potpuno i§¢ezavaju (Holmstrup i sar., 1988).

Usled prisustva atroficno-erozivnih lezija, narocito u slucaju deskvamativnog
gingivitisa, javljaju se posebni problemi jer pranje zuba moze biti otezano bolom i
krvarenjem. Posledica ovakve situacije je ¢esto akumulacija zubnih naslaga koje mogu
negativno uticati na razvoj OLP-a. Zubne naslage i kamenac mogu dovesti do
pogorsanja oralnog lihen planusa i vezuju se za znatno vecu ucestalost eritematoze i
erozivnih gingivalnih lezija (Bagan i sar., 1993).

Na kraju OLP moze dovesti do recesije gingive, uznapredovalog parodontoloskog
oboljenja, i1 retko, do gubitka zuba. Parodontoloske hirurske procedure koje su
neophodne za korekciiju ovakvih nedostataka, mogu pogorsati stanje (Boyd & Neldner,
1991). OdrZavanje oralne higijene kod bolesnika sa OLP-om se sprovodi kori§¢enjem
adekvatnih mekanih cetkica za pranje zuba uz primenu lokalnih antiseptika bez alkohola

kako bi se izbegla dodatna iritacija oralne sluzokoze (Tank i1 Joost, 1997).
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1.3.7. Dijabetes i hipertenzija

Jos jedan od dovoljno ispitanih favorizujucih faktora u nastanku LP-a je dijabetes
melitus. lako se Cini da pacijenti sa OLP-om nemaju povecan rizik od dijabetesa,
dijabeticari koji obole od OLP-a imaju povecanu ucestalost atroficno-erozivnih lezija i
vece razmere lezija na jeziku (Lee i sar., 1996).

Pojedini autori su utvrdili poremec¢aj metabolizma glukoze kod vecine obolelih od
LP-a, Sto istovremeno ne znaci da te osobe boluju od Se¢erne bolesti. Na osnovu
rezultata brojnih studija utvrdena je niska prevalencija OLP-a u velikoj grupi ispitanika,
Sto dovodi do zakljucka da je svaka veza izmedu dijabetes melitusa i OLP-a slucajna ili
prouzrokovana primenom anti-dijabetika.

Grinspan je opisao sedam slucajeva OLP-a povezanih sa dijabetom i
hipertenzijom, tj. trijas simptoma poznatih kao Grispanov sindrom. Ovaj sindrom
najverovatnije predstavlja slucajnu kombinaciju tri veoma CcCesta poremecaja ili
lihenoidnu reakciju prouzrokovanu lekovima koris¢enim u cilju kontrole hipertenzije ili

dijabeta.

1.3.8. Maligne neoplazme

Lihenoidne lezije opisane su na kozi i/ili sluzokozi pacijenata sa velikim brojem
razli¢itih neoplazmi. Klinicke manifestacije LP-a povezane sa malignitetima najc¢esce se
ispoljavaju u vidu buloznih promena, ponekad kao lichen — planus pemphigoides, a u
retkim slucajevima mogu podsecati na paraneoplasti¢nu formu pemfigusa.

Od prvog izveStaja Hallopea 1910. godine o malignoj transformaciji OLP-a,
brojne studije su se bavile, a i danas se bave ovom problematikom. U ve¢ini od njih
opisana je visoka incidenca maligne transformacije OLP-a, §to je verovatno bila
posledica pogresno postavljene dijagnoze. Zbog toga je naglaSena potreba ka formiranju
jasnih kriterijuma za postavljanje dijagnoze ove bolesti.

Generalno, problemi sa kojima se naucnici susre¢u, kada je u pitanju maligni
potencijal OLP-a su neusaglaSenost kriterijuma za:

e dijagnozu OLP-a,
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e identifikaciju istinskih slucajeva maligne transformacije OLP-aidentifikaciju
faktora rizika za nastanak maligne transformacije OLP-a.

Bilateralno prisustvo belih mrezastih formacija na obraznoj sluzokozi je
najprominentniji klini¢ki dijagnosticki parametar OLP-a. Kod svih klini¢kih oblika
OLP-a moguce je identifikovati Wickhama-ove strije, Sto olakSava postavljanje klinicke
dijagnoze bolesti.

Ipak, sve to nije dovoljno da bi se postavila definitivna dijagnoza. Esencijalni
histopatoloski kriterijumi za dijagnozu OLP-a su:

e prisustvo guste limfocitne infiltracije u submukozi u vidu trake,
e znaci likvefakcione degeneracije bazalnih ¢elija epitela,

e i odsustvo epitelne displazije.

Postoje lezije koje po histopatoloskim karakteristikama odgovaraju lichen planus-
u, ali istovremeno poseduju elemente epitelne displazije. Eisenberg je 2000. godine ove
lezije opisao kao posebnu patolosku niSu, kod koje se primarno javljaju poremecaji u
maturaciji epitela, §to potencira razvoj maligniteta. Ovakve promene bi trebalo iskljuciti
iz dijagnoze OLP-a, ali ne uvek. Moguce je da se epitelna displazija razvije u toku
etiopatogeneze OLP-a, i tada dijagnozu bolesti postavljamo na osnovu zdruzenih

klinickih 1 histopatoloskih karakteristika OLP-a, kao i direktne imunofluorescence

1.3.9. Raznovrsni uticaji

Pored prethodno navedenog, LP se povezuje i sa nekim stanjima kao Sto su
psorijaza, lichen sclerosis, urolithiasis, mezangioproliferativni glomeruloneffitis,

Tarnerov sindrom sa endokrinopatijama, itd.

1.4. Imunopatogeneza

Brojni faktori se pominju u etiologiji lihen planusa, ali ve¢ina od njih predstavlja

samo deklanSirajuce to jest favorizujuce faktore, koji doprinose alteraciji ve¢ postoje¢ih
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LP lezija. Dokazi, izneSeni u velikom broju studija, najviSe upucuju na autoimunu
etiopatogenezu bolesti. Da je LP autoimuna bolest potvrduju sledece Cinjenice:

e njegova povezanost sa drugim autoimunim bolestima,

e izraZzena depresija imuno-supresorne aktivnosti,

e prisustvo autocitotoksi¢nih T-¢elijskih klonova na mestu lezije.

Glavne promene su vezane su za celularni imunitet. Rezultati razli¢itih studija koje se
bave problematikom LP-a pokazuju odredene kontradiktornosti vezane za nivo
imunoglobulina u serumu obolelih:

e smanjenje serumskih IgM i IgA i povecanje serumskog IgA (Abbas i sar.,

1997)(Kolde i sar., 1997) i
e normalne vrednosti serumskih IgA, IgG, IgM i IgD (Shimizu i sar., 1997, Rojo-
Moreno i sar., 1998) itd.

Uloga serumskih imunoglobulina u patogenezi LP-a je diskutabilna. Izgleda da je
LP u slabijoj korelaciji sa humoralnim nego sa celularnim imunim odgovorom. Kao
moguci etioloski faktor OLP-a najCeS¢e se pominje autoimunitet, zbog razli¢itih
autoimunih karakteristika ove bolesti kao $to su: veza OLP-a sa drugim autoimunim
bolestima, izrazena depresija imuno-supresorne aktivnosti, prisustvo autocitotoksi¢nih
T-¢elijskih klonova na mestu lezije itd.

Istovremeno, brojnim histoloskim i imunohistohemijskim studijama, ispitivanjem
profila citokina u oboleloj kozi i limfocitima izolovanim iz lezija i profila VP porodica
receptora za antigen T-Celija, pokazano je da T-limfociti zauzimaju srediSnje mesto u
patogenezi lihena (Regezi i sar., 1994, Farthing i sar., 1992). Pominjani su mnogobrojni
etioloski Cinioci i mehanizmi, ali ni jedan od njih ne pruza zadovoljavajuce i jedinstveno
reSenje o antigenu ili antigenima koji pokrecu imunsku reakciju i dovode do
karakteristi¢nih histopatoloskih promena.

U lezijama lihena povecan je broj antigen-prezentujucih celija na prvom mestu
Langerhansovih ¢elija i dermnih dendrocita (Farthing i sar., 1992, McCartan &
McCreary, 1997, Walton i1 sar., 1996) Langerhansove C¢elije iskazuju povecane
koncentracije MHC molekula II klase sto olakSava prezentovanje antigena T-Celijama

(Sugerman 1 sar., 1995, Simark-Mattsson i sar., 1994). Kako se radi o autoimunoj
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reakciji kada je u pitanju lihen planus imunohistohemijskim ispitivanjima je utvrdeno
prisustvo povecanog broja intraepitelnih T limfocita u oralnoj sluznici (Zhou 1 sar.,
1996). Istom tehnikom ispitana je ucestalost ekspresije 11 Va i VB porodica receptora
za antigen T-Celija (TCR) u lezijama oralnog lihena (Kainulainen i sar., 1997). Izmedu
18-40% svih limfocita u infiltratu iskazivalo je TCR sa Va2 1 VB3 segmentima. lako se
radi o relativno ograni¢enom broju porodica V segmenata, autori su zakljucili da ovi
rezultati upucuju na stimulaciju T-¢elija superantigenom (Kainulainen i sar., 1997)
(Slika 6). Sugerman i sar. (Sugerman i sar., 1995) su ustanovili pove¢anu ekspresiju
protein toplotnog Soka (hsp 70) u lezijama oralnog lihena i visok indeks proliferacije
lezijskih T limfocita stimulisanih PPD koji sadrzi hsp 70. Moguce je da razliCiti
egzogeni agensi podsti¢u ekspresiju hsp u keratinocitima oralne sluzokoze koji zatim
postaju meta citotoksi¢nih T-Celija.

Koriste¢i znatno osetljiviju tehniku lancane reakcije polimeraze (PCR) sa
revernom transkripcijom, Zhou i sar. (Zhou i sar., 1996) i Thomas i sar. (Thomas i sar.,
1997) su ustanovili izvestan stepen oligoklonalnosti T-limfocita u infiltratu. Medutim,
neujednacenost u ekspresiji ograni¢enog repertoara V[ porodica TCR medu
bolesnicima iskljuCuje mogucénost superantigena u etiopatogenezi 1 potrvduje

heterogenost bolesti u pogledu prirode antigenskog stimulusa (Shimizu i sar., 1997).

oo S B Superantigen
[
- - :\—\/'
VWarijabilni region
beta lanca
N

Stimulacija superantigenom

Slika 6. Stimulacija superantigenom T-limfocita (Preuzeto iz ,,Color atlas of

imunology* Burmeister G, Pezzutto A, 2003, strana 37).
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Pretpostavlja se da T limfociti, nadeni u subepitelijalnoj zoni iniciraju ili stimulisu
patogenetska zbivanja odgovorna za nastanak LP-a. Inflamatorne ¢elije i keratinociti
eksprimuju membranske receptore i produkuju citokine koji zajedno indukuju signalnu
mrezu, krucijalnu u patogenezi OLP-a. Ova mreZa je uglavnom sastavljena od pro- i
antiapoptotickih signala. Vecina T ¢elija unutar epitelijuma predstavlja aktivirane CD8+
limfocite, koji su uglavnom citotoksic¢ni, i prepoznaju antigen koji je vezan za lezijske
keratinocite MHC 1 klase. Limfociti lamine proprije mukoze su uglavnom CD4+ T
helper ¢elije, i prepoznaju antigen MHC II klase, prezentovan od strane LC ili
keratinocita. Da bi se razvila perzistentna T celijska infiltracija i CD8+ T ¢elijska
citotoksi¢na aktivnost i apoptoza kod OLP-a, izgleda da je neophodna istovremena
antigena prezentacija MHC [ 1 MHC II klase antigena CD8+ 1 CD4+ T ¢elijama (Slika 7
i8).

prepoznavanje

Subjedinice peptida MHC
kompleksa od
2o ﬁ ﬁ o transport peptida strane CD-8 Ly

Protein

iz cltaplazme u ER

Ubikvitin

— QE) Erp57 T
195 I—I 195 |
B2m -"
26 S proteaza \ Tapasm &
Proteinski antigen E!\zlm.s.ka O @ @O O O @ O
fagocitovanog digestija @ @ M O S @ @
mikroorganizma ulazi u N
citoplazmu Pojedinagna AA ‘-‘ Novonastali molekul Kalretikulin \"-,
! MHC I klase |

MHC-I prezentacija antigena

Slika 7. MHC-I prezentacija antigena (Preuzeto iz ,,Color atlas of imunology*

Burmeister G, Pezzutto A, 2003, strana 57).
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Slika 8. Aktivacija T-limfocita putem MHC II (Preuzeto iz ,,Color atlas of
imunology* Burmeister G, Pezzutto A, 2003, strana 55).

Najupadljiviju histopatolosku osobenost lihenskih reakcija u celini predstavlja
oste¢enje bazalnih keratinocita zdruzeno sa infiltracijom mononuklearnih celija u
papilarnom dermu i manjim ili veéim stepenom egzocitoze (Regezi i sar., 1994,
Farthing i sar., 1992).

Ultrastrukturnim ispitivanjima je potvrdeno da bazalni keratinociti podlezu
procesu apoptoze tj, programirane smrti (Regezi i sar., 1994, Farthing i sar., 1992,
Simark-Mattsson i sar., 1994, Matthews i sar., 1984) (Slika 9). Morfoloski izraz
apoptoze u lihenu su koloidna tela, po pravilu prisutna u grupama u papilarnom dermu.
Dva osnovna nacina indukcije apoptoze posredovana su interakcijom membranskog Fas
liganda sa odgovaraju¢im receptorom (Fas; CD95) na ciljnoj ¢eliji i delovanjem
perforina i grenzima koje iz granula oslobadaju citotoksi¢ni T limfociti i NK celije
(Ishii, 1987).

Neki autori smatraju da ne postoje znaCajne razlike u ekspresiji Fas/FasL. na

keratinocitima kod oralnog lihen planusa u korelaciji sa zdravim osobama.
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Slika 9. Regulacija apoptoze (Preuzeto iz ,,Color atlas of imunology* Burmeister G,

Pezzutto A, 2003, strana 57).

Nasuprot tome Shimizu i sar. (Shimizu i sar., 1997) su imunohistohemijskim

ispitivanjima pokazali da ve¢ina CD8+ T- limfocita u dermnom infiltratu i epidermu

bolesnika sa lihen planusom koZe sadrzi perforin i grenzim B. Imunoelektronskom

mikroskopijom je utvrdeno da limfociti izlu€uju molekule grenzima B koji se vezuju za

okolne keratinocite sa znacima apoptoze (Zhou i sar., 1996).

Perforin i grenzimi izazivaju apoptozu ciljnih celija aktiviSu¢i enzim koji

konvertuje interleukin 1 i srodne cisteinske proteaze koje pokreéu proces apoptoze
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(Ishii, 1987). Citotoksi¢ni CD8* T- limfociti, putem perforina i grenzima direktno

izazivaju apoptozu keratinocita u kozi kod obolelih sa lihenom.

Vecéina limfocita lamine proprije mukoze su CD4+ T pomo¢ne celije 1 oni
uglavnom nisu citotoksi¢ni. U ranim fazama razvoja oboljenja MHC II klasa antigena
moze biti prezentovana CD4+ T pomoc¢nim c¢elijama, posredstvom Langerhansovih
¢elija (LC) ili posredstvom keratinocita (Sugerman i sar., 2000, Bramanti i sar., 1995).

LC i keratinociti su takode sposobni za produkciju IL-12 (Chaiyarit i sar., 1999).
Antigena prezentacija i sekrecija IL-12 od strane LCs i keratinocita, moze uticati na
CD4+ T pomoc¢ne cCelije da sekretuju Thl citokine - IL-2 i IFN- y (Sugerman i sar.,
1995). Shodno tome CD8+ citotoksi¢ne T ¢elije mogu biti aktivirane kombinovanim
dejstvom:

a) antigena udruzenih sa MHC I klasom na bazalnim keratinocitima i

b) Thl CD4+ T ¢elija koje oslobadaju IL-2 i IFN gama.

Da bi se razvila perzistentna T ¢elijska infiltracija i CD8+ T ¢elijska citotoksicna
aktivnost kod OLP-a, izgleda da je neophodna istovremena antigena prezentacija MHC
I i MHC 1I klase antigena CD8+ i CD4+ T celijama (Slika 10). Antigen za LP je
nepoznat, iako moze biti i sam peptid, ali je velika verovatnoca da keratinociti
eksprimuju LP antigen samo na mestu lezije. Klini¢ka rasprostarnjenost i raspored LP
lezija u mnogome zavise od distribucije LP antigena.

Rani stupanj formiranja lezije lihen planusa moZze biti pojava antigena keratinocita
ili njihovo otkrivanje u narednim lezijama prouzrokovano sistemskim lekovima
(reakcija na lihenoidne lekove), kontaktom sa alergenima u stomatoloskom materijalu
za popravke ili pasti za zube (hipersenzitivna reakcija na kontakt), mehanickom
traumom (Kebnerov fenomen), bakterijskom ili virusnom infekcijom, ili nepoznatim
uzro¢nikom, mogu biti pokreta¢ mehanizma koji ¢e na mestu buduce LP lezije izvrSiti

demaskiranje antigena na membrani keratinocita.
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Slika 10. Teorija patogeneze OLP-a (Preuzeto i modifikovano prema Sugerman

PB isar. 1995).

Mnogi istrazivaci su identifikovali pove¢anu ekspresiju “heat-shock” proteina
(HSP) na OLP lezijskim keratinocitima in situ (Thomas i sar., 1997, Sondell i sar.,
1996, Smoller & Glusac, 1994). Moguée je da povecana HSP ekspresija od strane
oralnih keratinocita predstavlja klju¢nu pojavu u patogenezi LP-a, koja povezuje brojne
egzogene faktore (sistemske lekove, kontaktne alergene, mehanicku traumu, bakterijske
i virusne infekcije) sa endogenim genetskim i imunoloSkim mehanizmima koji se
razvijaju kod ove bolesti. HSP ekspresija od strane oralnih keratinocita bi mogla biti
auto antigena za bolesnike sa OLP-om (Thomas i sar., 1997).

Podloznost OLP moze proiste¢i iz poremecene regulacije HSP gena od strane
uzdrmanih oralnih keratinocita ili iz nesposobnosti supresije imune reakcije koja sledi
nakon samoreprodukcije HSP, $to je verovatnije usled smanjene imune reakcije.

Ipak, znacajan deo OLP lezijskih ¢elija ne pripada istom klonu ¢elija (Chaiyarit i
sar., 1999) i nisu svi klonovi CD8+T C¢elija, izolovanih iz LP lezija, citotoksi¢ni prema

autolognim lezijskim keratinocitima in vitro (Sugerman i sar., 1995). Analiza ovih
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podataka govori u prilog tome da je jedan deo T ¢elija u OLP limfocitnom infiltratu
neaktiviran i nespecifican za LP antigen.

Promene na bazalnoj membrani kod LP-a su ceste i podrazumevaju prekide
kontinuiteta membrane, njeno grananje i duplikature (Zhao 1 sar., 2001, Fukaura i sar.,
1996). Intrigantno pitanje vezano za LP je Sta se javlja prvo - apoptoza keratinocita ili
propadanje bazalne membrane. Oba mehanizma mogu biti povezana sa patogenezom
OLP-a. Oste¢enje bazalne membrane moze podstaci apoptozu keratinocita i takvi
keratinociti mogu postati nesposobni za obnovu ostecene bazalne membrane.

Ostecenje bazalnih keratinocita je praceno promenama u kinetici i diferencijaciji
epiderma u celini tako da se prilikom histoloSkog pregleda uocavaju hiperplazija
granuloznog sloja i ortohiperkeratoza (Regezi i sar., 1994). Povecana keratinizacija se
ogleda u ekspresiji himotripsinskog enzima (SCCE) koji, u fizioloSkim uslovima, nije
iskazan u epitelu bukalne sluznice (Giannelli i sar., 1996).

Znacajne promene kod obolelih od lihena trpi i zona bazalne membrane epitela,
posebno u predelima subepidermnih rascepa koji su najc¢esce lokalizovani u predelu
lamine lucide (Zhao i sar., 1997). Povecana je sinteza laminina-5 i poremecena je
njegova distribucija (Zhou i sar., 2002). U akutnom lihenu smanjena je ekspresija
laminina, kolagena tipa IV i tkivnog inhibitora matriksnih metaloproteinaza (TIMP)-2,
dok je povecana aktivnost gelatinaza A 1 B koje razaraju komponente zone bazalne

membrane (Bischoff i sar., 1993).

Matriks metaloproteinaza-9 (MMP-9), koju sekretuju T ¢elije, moze doprineti
oste¢enju bazalne membrane kod OLP-a (Kainulainen i sar., 1997). Matriks
metaloproteinaze predstavljaju familiju od priblizno 20 endoproteinaza koje sadrze cink.
MMP-2 i MMP-3 su uglavnom prisutne u epitelu bolesnika sa OLP-om, dok je MMP-9
identifikovan unutar inflamatornog infiltrata lamine proprije mukoze. Matriks
metaloproteinaze imaju sline biohemijske osobine, ali svaka ponaosob zadrzava jasne
specifiCnosti supstrata. Proteoliza MMP-a je regulisana endogenim inhibitorima,
ukljucujuéi i tkivne inhibitore metaloproteinaza (TIMP). TNF-alfa moze stimulisati T
celije na sekreciju MMP-9 (Fukaura i sar., 1996). Kod obolelih od LP-a osStecena
bazalna membrana vise ne Salje signale za revitalizaciju keratinocita, §to moze delovati

kao podsticaj za njihovu apoptozu. U skladu sa tim, oSteCenje bazalne membrane
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indukovano aktivnos¢éu MMP-9 moze olaksati prolaz antigen specificnih CD8+ T
citotoksi¢nih ¢elija unutar OLP-om zahvacenog epitela.

Na uzorcima OLP lezija je ustanovljena povecana gustina mast ¢elija (Zhao i sar.,
2001). Njihovom degranulacijom oslobada se Citav niz zapaljenskih medijatora kao §to
su TNF- a, chymas-a i tryptas-a. Mast Celijska proteaza - chymas-a, poznati je aktivator
MMP-9.

Matriks metaloproteinaze se, inaCe sekretuju kao inaktivni proenzimi, koji se
nakon aktivacije ubrzano razgraduju. Na mestu oSte¢enja bazalne membrane kod OLP-a
mogu se identifikovati grupe mast i intraepitelnih CD8+ T ¢elija (Fukaura i sar., 1996).
Ovi podaci nas navode na pretpostavku da mast ¢elije kod OLP-a igraju vaznu ulogu u
procesu oste¢enja bazalne membrane. Takode je bitno ista¢i i moguénost migriracije
CD8+ T ¢elija u epitel kroz stvorene pukotine u membrani.

Glavna funkcija MMP je proteoliticka degradacija proteina u matriksu vezivnog
tkiva. MMP dele biohemijske karakteristike, ali zadrzavaju specifi¢nosti po pitanju
razli¢itih supstrata.

Zelatinaze (npr. MMP-2 i -9) cepaju kolagen IV, a stromelizini (npr. MMP-3 i -
10) cepaju kolagen IV i laminin. MMP proteoliza je regulisana aktiviranjem endogenih
inhibitora, ukljucujué¢i 1 inhibitore metaloproteinaze u tkivima (TIMP), §to stvara
neaktivne komplekse enzimskih inhibitora sa MMP ili proMMP.

Odgajani plutajuci materijal iz OLP lezionih T ¢elija sadrzao je vece koncentracije
MMP-9 od onog kod OLP ili onih T ¢elija u zdravoj perfernoj krvi, $to upucuje na
prisustvo dodatnih MMP-9 aktivatora u plutaju¢em materijalu OLP lezionih T ¢elija.

MMP-9 aktivatori oslobodeni iz T ¢elija pomazu u aktiviranju pro MMP-9 S§to
dovodi do oste¢enja bazalne membrane.

Hemokini predstavljaju superfamiliju proinflamatornih citokina koje produkuju
gotove sve somatske celije (aktivirani T limfociti, keratinociti, mast celije, epitelne
bronhijalne ¢elije i drugo). Oni pokrecu procese migracije i degranulacije mast celija
(Bridoux i sar., 1997). RANTES (medijatori ¢ije je aktivacija regulisana T ¢elijskom
ekspresijom i sekrecijom), sekretovani od strane lezijskih T celija, mogu takode
prolongirati opstanak inflamatornih ¢elija kod OLP-a i na taj nacin doprineti hronicitetu
oboljenja. RANTES igraju klju¢nu ulogu u obnavljanju limfocita, monocita, prirodnih

¢elija ubica, eozinofila, bazofila i mast ¢elija. Sekrecija T ¢elijskih RANTES kod OLP-a
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se povecava stimulacijom TNF-o in vitro (Khan i sar.,, 2003). Kod OLP su
identifikovani sledeéi receptori na povrsini ¢elija CCR1, CCR3, CCR4, CCRS5, CCR9 i
CCR10.

RANTES koji izlucuju OLP lezione T c¢elije moze privu¢i mastocite u toku
razvoja OLP lezija i potom stimulisati razgruSavanje mastocita. RazgruSane mastocite u
OLP oslobadaju TNF-o i himazu koji naizmeni¢no povecavaju koncentraciju
izlu¢ivanja RANTES-a od strane OLP lezionih T ¢elija. Ovakav cikliéni mehanizam
moze biti u sustini hroni¢nog karaktera bolesti.

TGF-p sekretujuée T celije predstavljaju posebnu populaciju specificnih CD4+
T regulatornih ¢elija oznacenih kao Ths (Simon & Gruschwitz, 1997). Ove cCelije vrSe
supresiju imunog odgovora na auto-antigene i tako spreCavaju autoimunu reakciju
(Luger i sar., 1997). TGF-B;, utice na smanjenje produkcije APC (antigen
prezentirajucih ¢elija) i IL12, i na taj nacin blokira Th; diferencijaciju CD4+ T celija,
sekraciju IFN-y i odgovor citotoksi¢nih T ¢elija. Imajuci to u vidu, moglo bi se rec¢i da
je hronicitet kod OLP-a posledica izostanka adekvatnog TGF-B; imunosupresivnog
odgovora, §to podrazumeva:

1. nedovoljan broj TGF-B, sekretuju¢ih Th; regulatornih T ¢elija
2. blokiranje sekrecije TGF-p;

3. sekrecija nefunkcionalnih TGF-f,

4. defektna ili neadekvatna ekspresija receptora za TGF-B; ili

5. defektna intracelularna signalizacija nishodno od [3; receptora

Balans izmedu TGF-f; i IFN-y signalizacije moze odrediti nivo imunolosih
aktivnosti u OLP lezijama. Prevelika produkcija IFN-y od strane Th4 T celija na
lokalnom nivou u OLP lezijama moZe smanjiti imunosupresivno dejstvo TGF-B1 i
povecati prisustvo keratinocita MHC klase II i aktivnosti CD8+ citotoksi¢nih T ¢elija.

TNF-a poreklom iz keratinocita ili CD95L (Fas ligand) mogu inicirati apoptozu T
¢elija posredstvom TNF R1, ili CD95 (Fas), ¢ija se ekspresija kod OLP-a potencira T
celijskom infiltracijom. Ipak, citotoksi¢no dejstvo se uglavnom ogranicava na
imunosupresivne T ¢elije kao §to su one koje produkuju TGF-B;. Imajué¢i u vidu
¢injenicu da intraepitelne T celije kod OLP-a ne produkuju imunosupresivni citokin
TGF-B;, nekontrolisana imunoloSka aktivnost OLP lezijskog epitela bi mogla biti

ocekivana (Jonuleit i sar., 1996).
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Aktivirane citotoksicne T ¢elije ubijaju bazalne keratinocite. Pretpostavlja se da je
apoptoza mehanizam ¢elijske smrti keratinocita. Citotoksi¢ne T ¢elije lu¢e TNF-a koji
pokrece apoptozu keratinocita. Precizan mehanizam je i dalje nejasan. Moguci
mehanizmi apoptoze keratinocita su:

1. vezivanje TNF-a koji luce T celije za TNF-a R1 receptora na povrsini
kerationocita.

2. Jon CD9SL (Fasov jon) sa povrSine T celija se vezuje sa CD95 sa povrSine
keratinocita.

3. Granzim B koji luce T <¢elije ulazi u keratinocite preko perforinom

prouzrokovanih pora membrane.

Na keratinocitima lihenskih lezija, narocito u bazalnom sloju, ustanovljena je
povecana ekspresija receptora za faktor nekroze tumora (TNF-a) (Sugermann i sar.,
1996). TNF-a je proinflamatorni citokin koji mozZze da indukuje apoptozu nakon
vezivanja za odgovarajuéi receptor na ciljnoj ¢eliji (Yamamoto i sar., 1994). Ovaj
citokin menja antigen prezentujuc¢u funkciju i varijabilnost Langerhansovih ¢elija u
epidermu, podstiCe ekspresiju adhezivnih molekula na endotelnim c¢elijama derma
omogucavaju¢i na taj nacin priliv leukocita i menja ekspresiju drugih citokina
(Yamamoto i sar., 1994, Eversole i sar., 1994). Takode u bazalnim keratinocitima
lihenske lezije povecana je ekspresija pS3 i bcl-x protein koji uCestvuju u razlicitim
fazama apoptoze.

Kod pojedinih osoba, nosioca autoreaktivnih T ¢elija moze doé¢i do nastanka
autoimunog oboljenja, dok se kod drugih autoimuno oboljenje nece razviti, Sto u
najvecoj meri zavisi od stepena aktivacije antigen prezentiraju¢ih celija (APC). Da bi
stimulisale T Celijski odgovor, dendriticne (DCs) i Langerhansove ¢elije (LC) se moraju
podvrgnuti procesu terminalne diferencijacije nazvanom “maturacija”. Stimulusi za DC
1 LC maturaciju podrazumevaju razlicite citokine (IL-1p, TNF-a, itd), koji se produkuju
i oslobadaju uz pomo¢ aktiviranih T ¢elija, nekroti¢nih ¢elija, HSP-a, MMP-9, razlic¢itih
alergena, virusne RNA, bakterijskih lipopolisaharida itd. Lokalni poremecaj citokinske
mreze bez sumnje predstavlja vazan cinilac u prvim stadijumima nastanka lihenske
lezije i akumulacije limfocita i drugih ¢elija periferne krvi na mestu lezije (Regezi i sar.,

1994, Farthing i sar., 1992, Regezi i sar., 1996).
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Istice se znacaj IL-1, interferona IFN-y, TNF-a i IL-6. IL-1 je medu prvim
citokinima koje proizvode Langerhansove celije i keratinociti pod delovanjem
raznovrsnih stimulusa (antigeni, UV zracenje, mehanicko oStecenje koze i drugo)
(Farthing i sar., 1992, Yamamoto i sar., 1994)(Murphy i Liu, 1997).

U sadejstvu sa IFN-y i TNF-a, IL-1 ne endotelnim ¢elijama krvnih sudova derma
podstice ekspresiju adhezivnih molekula ICAM-1, E-selektina (CD26 E) i CD31 koji su
neophodni za transendotelnu migraciju i pristizanje leukocita u leziju (Yamamoto i sar.,
1994) (Wilson, 1896). Ovi citokini indukuju ekspresiju MHC molekula IT klase (HLA-
DR) i ICAM-1 na keratinocitima i antigen prezentuju¢im celijama epiderma i derma,
podsticuci tako aktivaciju i efektorske funkcije T-limfocita.

U lezijama lihen planusa potvrdena je znacajna ekspresija adhezivnih molekula na
endotelnim c¢elijama, Langerhansovim ¢elijama i makrofagima koji su neophodni za
interakciju sa leukocitima i drugim efektorskim ¢elijama (Steinman i sar., 2000,
Gallucci & Matzinger, 2001).

U regionalnim limfnim zlezdama zrele LC, koje su endocitovale apoptoticne
oralne keratinocite, vrSe aktivaciju keratinocito-specificnih CD4+ T c¢elija. CD4+ T
celijska aktivacija moze zavisiti od prirode maturacionog stimulusa koji je usmeren ka
LC c¢elijama. Th; ili Thy citokini oslobodeni iz aktiviranih keratinocito-specificnih
CD4+ T helper ¢elija stimuliSu keratinocito-specificne CD8+ T citotoksi¢ne celije ili B
celije, sto sve vodi ka celijski ili antitelom posredovanoj, anti-keratinocitnoj,
autoimunoj inflamaciji. U tom smislu, peptidi bazalnih keratinocita, iniciraju¢i Th;
odgovor, mogu aktivirati anti-keratinocitne, auto-reaktivne CD8+ T citotoksicne celije,
Sto ¢e rezultirati OLP-om.

Pod normalnim okolnostima, APC koje sadrze peptide, koje vode poreklo od
apoptoti¢nih ¢elija, ne primaju stimulus za maturaciju i stoga ne pokre¢u autoreaktivni
T ¢elijski odgovor (Thorn i sar., 1988, Miyagawa i sar., 1985). Virusna infekcija oralne
mukoza uti¢e na nastanak T ¢elijskog odgovora koji obi¢no ne progredira u OLP. Sli¢no
tome, mehanicka trauma oralne mukoze moze uzrokovati degranulaciju mast ¢elija koja
takode obi¢no ne progredira u OLP.

Dakle, Sta utiC¢e na predispoziciju prema OLP-u? To moze biti kombinacija

razli¢itih faktora, kao Sto su poremecCena regulacija oralnih keratinocita, antigena
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ekspresija, perzistencija zrelih oralnih LC-a, cirkuliSu¢e autoreaktivne T celije i
poremecena imunosupresivna aktivnost nakon autoantigenog prepoznavanja.

Identifikovana su dva tipa TNFa receptora: 55-kD TNFR1 i 75-kD TNFR2. Oba
tipa vezuju TNFa 1 njegov homotrimer limfotoksin-a3 (LTa3) kao LIGAND,
aktiviraju¢i na taj nacin NF-kB i mitogeno-aktiviranu proteinsku kinazu (MAPK).
TNFRI1 tip je Siroko rasprostranjen u tkivima ukljucujuci epitelne ¢elije, dok je TNFR2
tip zastupljen u hematopoeticnim tkivima, narocito kod aktiviranih T i B ¢eljja.
Smanjena otpornost na infekcije kandidom 1i listerijom, kao i nepravilnosti u produkciji
antitela, potvrdeni su kod tipa TNFa, TNFR1, i TNFR2 kod onesves¢enih miSeva.

Funkcionalna analiza je pokazala da mutacija T u G na poziciji +587 TNFR2 tipa
ima za rezultat zamenu metionina argininom, $to dovodi do smanjene aktivacije NF-kB
posredstvom TNFR2, uticu¢i tako na apoptozu podstaknutu TNF-a receptorima.

Jo$ jedna studija sugeriSe da zamena amino-kiselina (TNFR2 +587 G) moze
uzrokovati gubitak funkcije, Sto ima za posledicu preteranu proizvodnju upalnih
citokina. Pokazano je da su TNFa3 signali efektniji kod TNFR2+587 G nego kod
TNFR2+587 T, $to vodi ka povecanoj produkciji IL-6 bez uticaja na afinitet TNF-a
prema TNFR2.

Ovi rezultati sugriSu da je prekomerna produkcija TNF-a posredstvom TNFR2
povezana sa pocetkom ili napretkom oboljenja planusa kod japanskih ispitanika sa
TNFR2 +587 G. Dokazano je da geni koji unapreduju TNF-a reguliSu njihove nivoe,
doprinoseci podloznosti planusu. Bilo bi zanimljivo proucavati polimorfnost gena TNF-

a u kombinacijama.

1.5. Klini¢ka slika

Osnovna eflorescenca kod lihen planusa je poligonalna papula. Prema okolini
jasno je ograniCena, ravne povrSine, okomitih strana, vostano sjajnog izgleda, Sto se
najbolje vidi ukoliko se posmatra sa strane. U pocetku, na mestu buduée papule uocava
se mrlja veli¢ine ¢iodine glave, koja brzo prerasta u solidnu papulu, nekada do prec¢nika
lcm, retko vise. Boja papula je bledoruziCasta do ljubiCastocrvene. Tamnija boja je
izrazitija kod starijih lezija, naroCito hipertroficnih. Na povrsini razvijene lihenske

papule postoji belicasta mrezica koja predstavlja izraz gomilanja keratohijalinskih
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zrnaca i jake granuloze, takozvane. Wickhmanove strije. PovrSina papule se ne ljusti, a
praSinasta deskvamacija moZe se videti samo ako se zagrebu lihenske ploce, tj.
Konfluentne papule. Papule mogu biti pojedinacne ili grupisane u vidu linija, plakova i
sli¢no. Cesto, ali ne uvek lihenska papula pokazuje u centru ispupéenje.

Lihen planus se moze ispoljiti na kozi celog tela, lezije su obi¢no simetri¢ne,
bilateralne. Predilekciona mesta su mu: podlaktice, bo¢ne strane vrata, predeo pojasa,
butine, potkolenice. Sluzokoza usne duplje i genitalije su takode zahvaceni. Na
dlanovima, licu i tabanima nije uobicajena pojava LP.

Akutna erupcija lihena brzo se ispoljava na veéim povriinama tela. Ce$céa je
pojava inicijalnih lezija nakon kojih nastaje interval od jedne ili vise nedelja kada ne
izbijaju nove lezije. Inicijalne lezije su najcesc¢e lokalizovane na ekstremitetima (Slika
11, Slika 12). U vreme akutne erupcije lihena trauma tipa linearne ogrebotine moze
izazvati pojavu izomorfnog nadrazajnog efekta- Koebnerov fenomen, to jest pojavu
lihenskih papula duz ogrebotine.

Lihenske papule traju nekoliko nedelja do meseci, retko duze, posle cega
zapoCinje njihova regresija. Na mestu papula duze vreme zaostaje hiperpigmentacija,
Sto omogucava postavljanje dijagnoze i nakon prestanka oboljenja. Svrab je obavezan

simptom LP-a.

Slika 11. OLP na ekstremitetima.
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Slika 12. OLP na ekstremitetima.

Retki su bolesnici koji nemaju svrab. Intenzitet svraba varira od blagog do
intenzivnog. LP se ubraja u monomorfne dermatoze ali se moze ispoljiti razli¢ito u
pogledu morfologije, rasporeda i lokalizacije. Morfoloske specificnosti su vezikule i
bule. Erozije i ulceracije su retke, na bukalnoj sluzokozi i tabanima. Na mestu lihenskih

lezija koje dugo traju moze se javiti maligna alteracija, narocito na sluzokozama.

1.5.1. Podela LP po lokalizaciji

1.5.1.1. Lichen planus mucosae

Ovaj oblik lihena ¢ini 15-25% svih bolesnika. MoZe se javiti na sluzokozama
izolovano ili zajedno sa promenama na kozi (Silverman i sar., 1991). Tipi¢ne su
promene na bukalnoj sluzokozi u vidu belicaste ili sivkaste mreze. BeliCasta boja potice

od pojacane keratinizacije.
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Grupice malih ovalnih papula mogu se naéi odvojeno od mreze. Lihenske lezije se
mogu naéi na usnama, jeziku, nepcu, tonzilama, ezofagusu i celom duZinom

gastrointestinalnog trakta, sve do rektuma i analne sluzokoze (Slika 13).

1.5.1.2. Oralni Lihen Planus (OLP)

Za razliku od Lihen Ruber Planusa koji se manifestuje na kozi i koji u velikom
broju slucajeva ima spontane remisije (Altman & Perry, 1961), OLP se odlikuje
izrazenijim hronicitetom. Kod 15-35% bolesnika ovo oboljenje se javlja iskljucivo na
oralnoj sluzokozi (Kaplan & Barnes, 1985).

OLP pokazuje cikli¢ni obrazac egzacerbacija nakon perioda mirovanja, §to moze
biti potencirano zalinjenom hranom, stresom i drugim favorizuju¢im faktorima.
Pacijentima bi trebalo skrenuti paznju da izbegavaju hranu koja moze inicirati pojavu
oboljenja i na vaznost odrzavanja dobre oralne higijene.

Promene se mogu javiti u bilo kom delu usne duplje, ali u najveéem broju
slu¢ajeva zahvaceni su posteriorni delovi obrazne sluzokoze. Lezije su najcesce
bilateralne, mada se mogu javiti i unilateralno. Osim na sluzokoZi obraza, najcesce

lokacije lezija su na gingivi, jeziku, nepcu, usnama i podu usta (Cram & Muller, 1966).
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Slika 13. OLP na tvrdom nepcu.

OLP se klinicki manifestuje u vise oblika. Opisano je Sest razlicitih tipova oralnih

lezija: retikularni, plakozni, atrofi¢ni, papularni, erozivni i bulozni.

a) Retikularni OLP

Retikularna forma OLP-a moze imati prstenast ili trakast oblik (Wickham-ove
strije). Uglavnom je bilateralna i javlja se na zadnjim delovima obrazne sluzokoze, ali
se moze javiti na bilo kom delu usne duplje i protezati se do vermiliona usana.
Uglavnom je asimptomatska, tako da je mnogi bolesnici i ne primete. Retikularna forma

OLP-a je forma koja se najcesce javlja (Altman & Perry, 1961) (Slika 14, Slika 15).
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Slika 14. Retikularna forma OLP-a.

Slika 15. Retikularna forma OLP-a.
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b) Erozivni OLP

Erozivni OLP je forma bolesti sa najizrazenijom klinickom simptomatologijom
(Cram & Muller, 1966). Ovu formu OLP-a karakteriSu manje ili vece regije jasno
ograniCenih erozija i ulceracija prekrivene pseudomembranama. Eritematozna zona,
zajedno sa retikularnom komponentom, takode moze biti prisutna. Erozivni OLP se
moze javiti u bilo kom delu usne duplje, ali se najces¢e vida u posteriornim delovima
sluzokoze obraza, dorzumu i bo¢nim stranama jezika i na gingivi (Slika 16). Erozivne
lezije mogu provocirati bolne i Zarece senzacije. (Tydsley, 1974). Neki pacijenti opisuju
1 metalni ukus u ustima (Fellner, 1980).

Kod starijih bolesnika postoji tendencija javljanja erozija u inicijalnom periodu
(Scully i sar., 1998). Ovu formu oboljenja je Cesto tesko tretirati i uglavnom su prisutni
vrlo jaki bolovi. U pojedinim sluc¢ajevima klinicke promene kod erozivnog OLP-a mogu
li¢iti na oboljenja kao $to su erythema multiforme, pemphigoid cikatricialis, pemphigus

vulgaris ili lupus discoides chronicus.

Slika 16. Erozivna forma OLP-a.
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c) Atroficni OLP

OLP atrofi¢nog tipa se najcesce javlja na gingivi. Simptomi koji karakteriSu ovaj
oblik OLP-a podrazumevaju osetljivost na zacinjenu hranu i iritaciju prilikom pranja
zuba, §to moze doprineti loSem odrzavanju oralne higijene i eventualno dovesti do
parodontopatije. Atroficni OLP-a Cesto se pogresno dijagnostikuje kao oboljenje

parodoncijuma ili cikatricijalni pemfigoid, ili $to je jo$ gore, ostaje nedijagnostikovan.

d)Papularni OLP

Papularni OLP sastoji se od sitnih papula nalik ¢iodinoj glavi (0.5 — 1 mm) koje se

ponekad na ivicama spajaju u trake. Ova forma OLP-a takode je asimptomatska.

e)Plakozni OLP

Lezije plakoznog tipa su blago izdignute i najveéim delom homogeno bele, a
svojim izgledom podsecaju na leukoplakiju. Pacijenti uglavnom nisu svesni njihovog

postojanja. Ove lezije nestaju u potpunosti samo u 7% slucajeva.

f)Bulozni OLP

Bulozni OLP manifestuje se u vidu malih bula, koje mogu biti bolne nakon

rupturiranja. Ovaj oblik oboljenja je relativno redak (Scully i sar., 1998).

1.5.2. Kozni LP

Lezije na kozi se mogu pojaviti pre mukoznih ili, ponekad, zajedno sa njima
(Lewis i sar., 1996). Lezije se obi¢no javljaju na zglobovima i/ili potkolenicama, ali se u
principu mogu javiti bilo gde na kozi. Kod klasicnog LP-a promene obi¢no nisu
prisutne na licu i poglavini. Oboljenje se karakteriSe purpurnim, poligonalnim i

pruriticnim papulama. Papule su ugaonog oblika, u nivou koze, a na povr§ini mogu biti
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izrazene belicaste linije (Wickham-ove strije). Lezije na kozi se, za razliku od oralnih,
obi¢no povuku nakon dve godine (Lewis i sar., 1996). Kod 20% bolesnika oboljenje
protice bez simptoma (Edwards & Friedrich, 1988). Ukoliko postoji, hiperpigmentacija

je jasno ogranicena i privremena (Eisen, 1994).

1.5.2.1. Genitalni LP (lichen planus genitalium)

Lihen na genitalijama je ¢e$¢i kod muskaraca nego kod Zena, i javlja se kod 25%
obolelih. Lezije na muskim genitalijama se manifestuju u vidu papula, ve¢inom na
glansu penisa, sa mogu¢im pojavljivanjem na prepucijumu, skrotumu i perineumu.
Simptomi kao sto su svrab, Zarenje i bol, mogu biti prisutni u toku seksualnog odnosa
(Eisen, 1994).

Lezije na Zenskim polnim organima manje su specificne i odlikuju se
leukoplaki¢nim ili eritroplaki¢nim promenama sa razli¢itim stepenom atrofije. Ove
lezije na vagini i vulvi su sli¢ne kao na bukalnoj sluznici. Vulva je ¢esto zahvacena kod
zena sa LP-om, ¢ak u 51% slucajeva (Pelisse, 1989). Lihen se na genitalijama moze
javiti izolovano, zajedno sa lezijama u ustima ili drugim mestima. Deskvamativni
vaginitis je Cesto posledica LP-a i moZe predstavljati osnovnu promenu kod ovog
oboljenja (Scott & Scott, 1979). Ako su promene prisutne na vulvi vagine i gingivi, radi
se o vulvo-vaginalno-gingivalnom sindromu (Mahood, 1983). Neprijatno Zarenje i
dyspareunia se pominju kao glavni subjektivni simptomi (Altman & Perry, 1961).

Vaginalne priraslice mogu otezati polni odnos (Scott & Scott, 1979).

1.5.2.2. Ungualni LP (lichen planus unguium)

Tipi¢ne koZne i oralne lezije mogu biti pracene promenama na noktima u 1-16%
pacijenata (Miyagawa i sar., 1985). Karakteristicne promene na noktima su uzduzne
pruge, pukotine i Zlebovi, troSne ivice, gubitak distalnog dela nokta, odsustvo nokta,
podnokatna hiperkeratoza i istanjenje nokatne ploce. Nokatne promene mogu se javiti
samostalno kada se govori o idiopatskoj atrofiji kod dece, zatim zajedno sa lezijama
sluzokoze ili promenama na kozi. Vec¢ina promena na noktima zavisi od stanja nokatnog

matriksa (Miyagawa i sar., 1985).
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1.5.2.3. Plantarni LP (lichen planus palmaris et plantaris)

Lezije na dlanovima i tabanima se razlikuju po onima koje su na drugim
lokalizacijama po obliku i boji lihenskih papula. SmeStene su blize ivicama dlanova 1
tabana nego centru. Cine ih tvrde papule i nodulusi Zzuckaste boje. Retko se ispoljava
ulceracijama, koje tesko zarastaju, a zbog duzeg trajanja mogu dovesti do deformacije

stopala.Svrab je u najve¢em broju sluc¢ajeva odsutan.

1.5.3. Podela LP-a po morfologiji

1.5.3.1. Hipertrofi¢ni LP (lichen hypertrophicus)

Ovaj oblik lihena se uglavnom javlja na potkolenicama, §to se dovodi u vezu sa
venskom stazom. Na rukama i ostalim podrucjima je redak. Ispoljava se u obliku tvrdih
verukoznih izrastaja koji ¢esto medusobno konfluisu gradeci ploce. Dugo traju,ponekad
i godinama. Odlikuju se intenzivnim svrabom, povrsSina lezije je obi¢no razgrebana sa
krvavim krustama, ali je piodermija retka. Na mestu nekadaSnjih lezija zaostaje
hiperpigmentacija. SliCan izgled imaju lezije lichen simplex chronicus i lichen
amyloidosus. Lezije mogu menjati boju od ljubiCaste do zelene ili crne. Mogu biti
pojedinacne ili multiple. Ovaj oblik je Cesto prisutan kod bolesnika sa pozitivnom

porodi¢nom anamnezom LP-a (Kaur i sar., 1987).
1.5.3.2. Folikularni lihen planus (lichen planus follicullaris)

Folikularne lihenske papule javljaju se u sklopu ostalih lezijana kozi ali mogu se
javiti 1 izolovano, pa je tada dijagnoza otezana. Ove vrste lezija se najceSce javljaju na

poglavini, pazuhu i pubisu. Pracene su blagom deskvamacijom nakon Cega ostaje

oziljna alopecija.
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1.5.3.3. Vezikulozni i bulozni lihen planus(lichen planus vesiculosus et

bullosus)

LP sa pracen pojavom plikova nije uobiCajen i primecen je u samo 3.5%
pacijenata (Okochi i sar., 1990). Mogu se razlikovati dva tipa vezikulobuloznog LP-a:
bulozni LP i pemfigoidni LP.

Prvi, kojeg odlikuje pojava malih vezikula ili bula koje su u direktnoj vezi sa
predjasnjim ili sada$njim lihenskim plakovima. Bulozni LP se odlikuje pojavom
vezikula i bula na ve¢ postoje¢im lezijama LP-a (Mora i sar., 1983). Bule se nalaze pod
tenzijom, sa neznatno izrazenom zapaljenskom reakcijom oko njih. Nikolsky 1 Asboe-
Hansen znaci su pozitivni. HistopatoloSkom analizom otkriva se kompatibilnost sa
tipi¢cnim LP-om, kao i postojanje subepidermalne bule (Allen i sar., 1987).

Pemfigoidni LP se odlikuje buloznim promenama na kozi, koja moze i ne mora
biti zahva¢ena papuloznim lihenskim lezijama (Mora 1 sar., 1983). Smatra se da ova
klinicka varijanta oboljenja predstavlja asocijaciju LP-a i buloznog pemfigoida (BP).
Istrazivanja su, ipak pokazala da se antigen prisutan kod pemfigoidnog LP-a , razlikuje
od onog kod BP-a (Cram & Muller, 1966). Na ekstremitetima se uglavnom javljaju bule
pod tenzijom.'*”® Kod pemfigoidnog LP-a su takode opisane i oralne vezikule (Arndt i
sar., 1987).

Kada je u pitanju histoloska slika imunofurescentni nalaz je tipican za lihen ali se
nalaze i depoziti IgG, IgM, C3 u izmenjenoj kozi §to odgovara histoloSkom nalazu kod
pemfigoida. Pored toga u serumu kod obolelih od ovog oblika lihena se nalaze i antitela

usmerena ka bazalnoj membrani. Verovatno se radi o postojanju oba entiteta

1.5.3.4. Erozivno-ulcerozni lihen planus (lichen planus erisivus et ulcerosus)

Ove lezije se najceSce javljaju na oralnoj sluzokozi, na mestu lihenskih lezija a

nesto rede na tabanima.
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1.5.3.5. Atrofic¢ni lihen planus (Lichen atrophicus)

Atrofija nastaje kao posledica iSCezavanja anularnih ili regresije hipertrofi¢nih
lezija, a javlja se kod folikularne i bulozne forme lihena. Najcesca lokalizacija atroficne

forme je na potkolenicama.

1.5.3.6. Aktini¢na lihenoidna erupcija (lichen planus actinicus)

Aktini¢ni LP je dermatoza koja se najces¢e javlja na delovima koji su izloZeni
suncevim zracima i teoretski se smatra varijantom pigmentnog LP-a (Almukahal, 1996).
Ispoljava se na otkrivenim povrSinama obi¢no na licu. Oboljenje je opisano kod
mladih osoba sa srednjeg i dalekog istoka i istocne Afrike. Nokti nisu zahvacéeni, a

poglavina i sluzokoza usne duplje retko.
1.5.3.7. Eritematozni lihen (lichen planus erytematosus)

Eritematozni LP je forma LP-a koja se retko javlja. Lezije kod ovog oblika lihena
¢ine svetlocrvene meke papule, koje ne svrbe. Mogu biti prisutne lezije na sluzokozi i
noktima. Asimptomatske papule se mogu javiti na trupu i ekstremitetima. One su jarko
crvene, mekane, a na pritisak pobele (Black, 1992). Histopatoloske karakteristike su u
skladu sa klasi¢nim LP-om (Kofoed & Wantzin, 1985).

1.5.3.8. Gutatni lihen planus (lichen planus guttatus)

Lezije su male, 1-2mm u pre¢niku, jedva vidljive, ali mogu biti i vece, pa

podsecaju izgledom na gutatnu psorijazu. Histoloska slika je ti¢na za lihen planus.

1.5.3.9. Eksfolijativni lihen planus (lichen plannus exfoliativus)

Retko, lihen se moze ispoljiti eritrodermijom. Nekad, lezije mogu konfluirati kod

akutnog i subakutnog lihen planusa.
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1.5.3.10. Pigmentni lihen planus (lichen planus pigmentosus)

Makulozna hiperpigmentacija uglavnom zahvata lice i ruke, mada moze zahvatiti i

druge delove tela. Sluzokoze, dlanovi i tabani nikada nisu zahvaceni.

1.5.3.11. Lichen planus mixtus typus erytematodsus

Do sada je objavljeno vise radova o bolesnicima koji su imali promene na kozi sa
odlikama eritemskog lupusa i lihen planusa. Svi su imali hroni¢ne atroficne lezije, kao
kod diskoidnog i eritemskog lupusa, na licu, vratu, i gornjem delu grudnog kosa a
vecina njih retikularno rasporedene beliCaste leizje u usnoj duplji.

Neki su imali verukozne lezije (Lin i sar., 1986). Kod njih su
imunofluorescentnim pregledom nadeni zrnasti depoziti IgG u zoni bazalne membrane
(Feuerman & Sandbank, 1971).

Indirektnim imunofluorescentnim pregledom nadjen je za lihen planus specifi¢ni
antigen u zrnastom sloju. Jo$ uvek nije potpuno jasno da li se radi o specificnoj varijanti

lihena ili o koegzistenciji diskoidnog i eritemskog lupusa i lihen planusa.
1.5.4. Podela LP po rasporedu lezija:
1.54.1. Anularni lihen planus

Anularni LP se karakteristicno javlja na penisu i skrotumu, a odlikuje se papulama
koje se uvecavaju ka periferiji, dok u centralnom delu one nisu prisutne. Anularne lezije
se ¢esce javljaju kod pripadnika crne rase (Black, 1992).
1.5.4.2. Linearni lihen planus (lichen planus linearis)

Linearne lezije nastaju ili kao Koebnerov fenomen ili su papule rasporedene u
vidu tanke linije koja se moze prostirati duz ekstremiteta, Sto je retko, ¢esce se javljaju

kod dece. Zosteriformne lezije duz nerva opisane su u predelu grudi i ekstremiteta. Ovaj

oblik lihena treba razlikovati od linearne psorijaze i linearnih nevusa.
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1.5.5. Posebni oblici LP-a

1.5.5.1. Porodi¢ni LP

Razvoj tipicnih lihenskih promena medu c¢lanovima jedne familije predstavlja
familijarni ili porodicni LP. U najveéem broju sluCajeva javlja se kod sestara
(Magnusson, 1955). Klini¢ki, ovaj tip izgleda identicno kao i klasi¢ni LP. Porodi¢ni LP
ima tendenciju ucestale spontane regresije (Cottoni i sar., 1988). Primecéeno je da se kod

skoro 40% bolesnika prvi znaci bolesti javljaju pre dvadesete godine Zivota.

1.5.5.2. Lihenoidne reakcije

Mnogi lekovi i supstancije kod osoba koje razvijaju kolor filmove mogu izazvati
erupcije na kozi identi¢ne ili slicne LP-u. Reakcije mogu biti blage ili jako izraZene, a
posle obustave leka ili prestanka koriS¢enja sporo se povlace. Hiperpigmentacija na
mestu lezija dugo traje, a mode ostati ¢ak i atrofija sa anhidrozom (zbog atrofije znojnih
zlezda). Histoloski se u lezijama nalaze fokusi parakeratoze, koloidna tela, a infiltrati
sadrze eozinofile ili plazma ¢elije. Prema Arndtu postoji grupa lekova koja indukuje
stvatanje lezija vrlo sli¢ne lihenu a to su:

1) inhibitori angiokonvertuju¢eg enzima-kaptopril i enalapril,

2) antiartritici- zlato,

3) antibiotici- streptomicin, tetraciklin,

4) antimalarici- kvinakrin, hlorokvin, kinidin,

5) antituberkulotici- PAS,

6) helirajuca sredstva- penicilamin,

7) diuretici- hlorotiazid, hidrohlorotiazid,

8) hipoglikemici- hlorpropamid, tolazamid i

9) respiracijski stimulatori- amifenazol.
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1.5.6. Pridruzene bolesti

Uoceno je da je LP povezan sa ¢itavim nizom razliitih oboljenja. Tesko je reci da
li je to slucajna ili jasno odredena asocijacija. Moguce je da pojava LP-a uz ve¢ prisutna
oboljenja ne predstavlja niSta viSe od lihenoidne reakcije na lekove. Kod takvih
bolesnika koji su i imunodeficijentni, verovatno jedan uzrok dovodi do nastanka oba

oboljenja.

1.5.6.1. Maligniteti

LP, i to najCeS¢e njegova bulozna i plakozna forma, se cCesto javljaju kod
bolesnika sa postoje¢im malignitetom. Pituitarni adenom wuocen je kod
pedesetogodisnjeg pacijenta sa buloznim LP-om (Monk, 1985). Pemfigoidni LP je
opisan zajedno sa rakom stomaka (Kark & Litt, 1980), limfosarkomom (Graham-Brown
i sar., 1982), neuroblastomom (Powell i sar., 1983) i sl. Opisana je takode povezanost

LP-a i timoma (van de Staak i sar., 1975).

1.5.6.2. Oboljenja digestivnog trakta

Postoji potencijalna, ali jo§ nedokazana veza, izmedu LP-a i gastrointestinalnih
oboljenja.

Kod 7-52% pacijenata sa LP-om je uoceno znatno povecanje nivoa hepatickih
enzima, a prema jednoj studiji, kod 52% pacijenata sa erozivnimn LP-om doslo je do

razvoja ciroze (Rebora & Rongioletti, 1984).

1.5.6.2.1. Primarna bilijarna ciroza (PBC)

U nekoliko radova opisuje se povezanost LP-a i PBC-a (Ciaccio & Rebora, 1990,
Wyatt, 1975). D-Penicilamin, ¢ime se tretiraju oboleli od PBC-a, moze prouzrokovati
lihenoidnu reakciju na medikamente (Lundstrom, 1983). Powel i saradnici dosli su do
zakljucka da postoji veza izmedu LP-a i PBC-a nezavisno od administracije D-

Penicilamina (Powell i sar., 1983).
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1.5.6.2.2. Hronicni aktivni hepatitis (CAH)

Incidenca CAH-a kod obolelih od LP-a varira izmedu 9,5 i 13,5% (van de Staak i
sar., 1975), sa nesto veCom prevalencom u zemljama juznoe Evrope (Bagan-Sebastian i
sar., 1992). Pojedini autori smatraju da LP moze biti signifikantan faktor rizika za
cirozu jetre (van de Staak i sar., 1975). LP je takode opisan kod bolesnika koji su primili

vakcinu protiv hepatitisa B (Skully i Ej-Kom, 1985).

1.5.6.2.3. Ulcerozni kolitis

U nekoliko studija opisani su bolesnici sa ulceroznim kolitisom kod kojih je
zapazena pojava LP-a (van de Staak i sar.,, 1975). Kod nekih je c¢ak utvrdena
istovremena pojava klinickih simptoma OLP-a i crevnog oboljenja (Halevy i Feuennan,

1983).

1.5.6.3. Diabetes mellitus (DM)

Prema rezultatima vecine autora, bolesnici sa DM-om imaju nizu stopu javljanja
OLP-a, dok drugi smatraju da je incidenca DM-a kod OLP-a od 16-37.7% (Petrou-
Americanou, 1998). Ovakve razlike u dobijenim rezultatima verovatno su posledica
koris¢enja razli¢itih metoda 1 kriterijuma prilikom istrazivanja. Bagan, Sebastian i
saradnici su ispitali 205 pacijenata sa OLP-om i kod 13.9% DM je bio prisutan (Bagan-
Sebastian i sar., 1992). Oni su, takode, uocili da je pojava dijabetesa ucestalija kod
bolesnika sa ulcero-erozivnim lezijama, nego kod onih sa retikularnom formom OLP-a.
Veliki broj istrazivanja je pokazao visoki procenat intolerancije na glukozu kod obolelih
od LP-a (Petrou-Americanou, 1998). Mnogo je teorija, ali je pravi razlog tog povecanja
i dalje nerazjasnjen.

Razultati jedne studije utvrdili su povecanu prevalencu OLP-a kod insulin
zavisnih (tip I) u poredenju sa insulin nezavisnim (tip II) bolesnicima (Challacombe,
1986).

Obzirom na to da mnogi bolesnici sa DM-om koriste medikamentnu terapiju,

postavlja se pitanje da li je to zapravo uzrok lihenoidne reakcije. Lekovi kao $to su
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nesteroidni antiinflamatorni preparati, antihipertenzivi i oni koji se koriste kod
hipoglikemije, mogu dovesti do pojave lihenoidne reakcije koja klinicki podseca na
OLP (Jacyk, 1978).

1.5.6.4. Ostale bolesti

1.5.6.4.1. Autoimunost

LP je udruzen sa velikim brojem autoimunih poremecaja (Alopecia areata,
Dermatomiozitis, Mijastenija gravis, Pemfigus vulgaris, Sistemska skleroza, Vitiligo 1
sl.) Nije poznato da li su pacijenti sa LP-om podloZniji pojavi ovih oboljenja ili su

autoimuna oboljenja, na neki nacin, etioloski povezana sa LP-om.

1.5.6.4.2. Hipertenzija

Trijas koji ¢ine hipertenzija, diabetes mellitus i LP poznat je pod nazivom
Grinspanov simdrom (Choudhury, 1979). Ipak, opseznim istrazivanjem oralnih i kutanih

oboljenja, doslo se do zakljucka da ne postoji njihova medusobna povezanost.

1.5.6.4.3. Urolitijaza

Postoje nalazi koji pokazuju 6-12 puta vecu prevalenciju pojave bubreznog
kamenca kod bolesnika sa L.P-om u odnosu na zdravu populaciju (Darier, 1909), Sto bi
se moglo dovesti u vezu sa slicnim metabolickim disfunkcijama koje dovode do oba

poremecaja.

1.5.6.4.4. Metabolicki poremecaji

Kod bolesnika sa OLP-om je utvrden i deficit gvozda i folata (Sabouraud, 1910),

smanjenje eritrocitne glukozo-6-fosfat dehidrogenaze (Sarkany, 1971), kao i visoku

prevalencija nulte krvne grupe (Barnett, 1976).
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1.6. Dijagnoza

Karakteristi¢ni klinicki simptomi OLP-a mogu biti dovoljni za postavljanje tacne
dijagnoze ako su prisutne i klasi¢ne lezije na kozi. Za potvrdu dijagnoze koristi se
oralna biopsija sa histopatoloSkom analizom. Imunofluorescentna i imunohistohemijska
ispitivanja pomazu pri utvrdivanju dijagnoze u nejasnim slucajevima i koriste nam za

isklju¢ivanje malignih procesa.

1.6.1. Histopatologija

Klasi¢an histopatoloski nalaz LP-a prvi put je opisan pocetkom XX veka (Rivers i
sar., 1986) i podrazumeva: hiperkeratozu ili hiperparakeratozu, akantozu, zadebljane
granularnog sloja celija, likvefakcionu degeneraciju bazalnog sloja ¢elija, nazubljenu
konfiguraciju spinoznog sloja celija u vidu “ajkulinih zuba®, kao i gust zapaljenski
¢elijski infiltrat u vidu trake, u gornjim partijama lamine proprije mukoze. lako se na
pocetku pretpostavljalo da je LP primarno mezenhimno oboljenje sa sekundarnim
promenama u epitelu (Fernandez-Bussey i sar., 1983), danas je evidentno da se promene
karakteristi¢cne za pojavu LP-a javljaju u ili u neposrednoj blizini bazalne membrane
(Medenica i Lorincz, 1977) 1 da te promene mogu biti izrazene cak i ako nema vidljivih
promena u gornjim delovima submukoznog tkiva (Johnson i Fry, 1967).

Rozasti sloj (stratum korneum) obi¢no pokazuje zadebljanje sa orto- ili
parakeratozom. Ovaj deo epitela najCeSée sadrzi povecan broj slojeva celija i gusce
pakovane filamente, mada u slucaju atroficne forme oboljenja dolazi do smanjena
keratoze, a prisutan je i manji broj ceslijskih slojeva u poredenju sa normalnim
epitelom.

Granulacioni sloj epitela je zadebljan, sa mnostvom granula koje prominiraju,
tako da podsecaju na brojanicu. Pojava “Wickham-ovih strija” se, prema nekim
istrazivanjima, dovodi u vezu sa zadebljanjem granulacionog sloja celija (Eady i
Cowen, 1978). Cesto je izrazena iregularna akantoza, tako da grani¢ni greben u predelu

bazalne membrane (BM) podsec¢a na zupce od testere.

47



Uvod

Celije Malpigijevog sloja pokazuju poveéanje filamentoznog materijala, kao i
broja keratinozoma. Keratinohijalinske granule su donekle umanjene i imaju okrugao ili
ovalan, umesto zvezdastog oblika. Broj tonofilamenata vezanih za granule je smanjen.
Najuocljivije promene se mogu identifikovati u nizim slojevima epitela, gde moze biti
prisutna spongioza. Spongioza se odlikuje proSirenjem intercelularnih prostora,
zategnutoSc¢u inter-Celijskih veza, koje lako mogu rupturirati na bazi dezmozoma (Taafe,
1978). Sa napredovanjem oboljenja dolazi do smanjenja broja dezmozoma. U ranim i
intermedijarnim stadijumima bolesti, odreden broj dezmozoma zadrzava normalne
karakteristike, dok kod ostalih dolazi do manjeg ili veéeg stepena dezintegracije. U
kasnijim fazama bolesti intercelularni prostori postaju izrazito dilatirani, moguce je
uociti veliki broj tonofilamenata u neposrednoj blizini bazalne membrane. Ove mase
tonofilamenata su jedini preostali dokaz nekadasnjeg prisustva dezmozoma na ovim
mestima, obzirom da je gust intercelularni materijal sada nestao (Ebneri Gebhart, 1977).

Neke ¢elije pokazuju znatne degenerativne promene koje se manifestuju u vidu:
degeneracije organela, iSCezavanja nukleusa i zguSnjavanja tonofilamenata. Ove
nespecificne promene su najverovatnije sporedne manifestacije nastale usled povrede
tkiva, a u vezi sa prisutnim zapaljenskim infiltratom.

U regijama u kojima epitel ne pokazuje ovako izrazene promene, pojedine celije
mogu biti vidno uvecane. Jedra ovih ¢elija su takode uvecana i pokazuju delimican ili
potpun gubitak nuklearne membrane i nestanak nukleolusa. Na svakom od krajeva
uzduzne ose ovih ¢elija je uocljivo uvecanje perinuklearnog endoplazmatskog
retikuluma, kao i prisustvo ribozoma. Pomenute ¢elije su nalik ¢elijama u kasnoj profazi
mitotickog ciklusa, sem $to agregacija hromozoma nije izrazena.

Celije sa uznapredovalim promenama pokazuju postepenu fibrilarnu
transformaciju citoplazme. Cesto se mogu identifikovati fibrilarna telasca koja nisu
vezana za membranu, a sadrZe manji ili veéi broj citoplazmatskih organela. Deo
citoplazme ovih telasaca poseduje ¢elijske organele, dok je drugi deo ispunjen hrpom
filamenata. Ove Celije se retko sre¢u i nazvane su "pola-pola celije" (Ebneri Gebhart,
1976).

TelaSca koja sadrze gusto pakovane fibrile Sirine 80-100A su takozvana civatna
tela (fibrilarna, hijalina, koloidna, citoidna tela). Civatna tela predstavljaju

diskeratoticne bazalne keratinocite, koji podlezu procesu keratinizacije pre sazrevanja, i
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bivaju istisnuta u papilarni dermis (apoptoza) (Shklar i sar., 1978). Najcesc¢e su prisutna
u epitelnom malpigijevom sloju, izmedu naizgled normalnih celija, kao izrazito
prebojen intracelularni materijal. Koloidni materijal obi¢no ispunjava celije i jedro
iS¢ezava ili je smanjeno i1 piknoti¢no. Mnoga civatna tela sadrze bazofilne tacke ili mase
koje lice na piknoticka ili fragmentisana jedra. Elektronska mikroskopija pokazuje
filamentnu strukturu koloidnih tela, sastavljenu od gusto pakovanih snopova
ujednacenih filamenata prosecne debljine 9 nm, koji su manje elektronske gustine od
normalnih tonofilamenata (Ellis, 1967). Medu filamentima se uvek moze naéi
nekolicina malih vakuola. Grani¢na membrana nedostaje, a u retkim slucajevima
filamenti su umetnuti u perifernu strukturu nalikujuéi oste¢enim dezmosomima (Taafe,
1978). Formacije koloidnih tela smatraju se jednom od najranijih patoloskih promena
LP-a.

Brojne degenerativne celije (diskeratoticne, nekroticne celije) su prisutne u
donjim delovima spinoznog i bazalnom sloju. KarakteriSe ih masivna akumulacija
snopova tonofilamenata velike elektronske gustine, pomesSanih sa lipidnim kapima,
vakuolama 1 razli¢itim citoplazmatskim organelama nepromenjenog izgleda. Ponekad
su ovi keratinociti odvojeni rascepima od ¢elija koje ih okruzuju (Ellis, 1967).

Langerhansove c¢elije i melanociti izgledaju normalno, iako se Cesto javlja porast
njihovog broja (Eady, 1978). Histiociti i limfociti (Ly) se povremeno mogu naci u
epitelu. Zapravo, veliki broj Ly je smeSten ispod zone bazalne membrane (BMZ), a neki
od njih penetriraju kroz BM u nize partije epitela. Ovaj proces poznat je pod nazivom
“egzocitoza®, §to je u skladu sa promanjenom pozicijom Ly.

Likvefakcija bazalnih ¢elija je sastavni deo patohistoloske slike LP-a. Razli¢it broj
bazalnih celija biva oSteCen i vakuoliziran. Ova pojava moze rezultirati gubitkom
kohezivnosti izmedu pojedinih bazalnih ¢elija, kao i1 izmedu epitela i dermisa.
Uobicajena morfologija BM se gubi. Na osnovu elektronske mikroskopije kod
bolesnika sa LP-om utvrdena je smanjena gustina ¢elija bazalnog sloja u poredenju sa
normalnim bazalnim éelijama. Celije pokazuju zjapove u citoplazmi i dezintegraciju
plazma membrane. Lokalizovana degeneracija pojedinacnih ¢elija u regionu BM dovodi
do pojave mehuri¢a u citoplazmi i gubitka organela. Istovremeno kod ostalih celija
bazalnog slioja ne dolazi do znacajnijih promena. Usled propadanja bazalnih celija

formiraju se mali intraepitelijalni prazni prostori. Za preostali deo BM, koji moze, a i ne
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mora biti promenjen, adheriraju se ostaci rupturiranih bazalnih ¢elija (Jungell i sar.,
1987).

Alteracija BM se kod OLP-a moze javiti na tri razli¢ita nacina, i to u vidu:
prekida, grananja i zadebljanja.

1) Prekidi BM

Prekidi bazalne membrane su Cesti. Moguce je primetiti i ogranke BM, koji se
prostiru 1-2 um u vezivno tkivo. U pojedinim slucajevima izrazena je duplikatura BM
sa sekundarnom BM, koja se Siri u vezivno tkivo na prosecnoj udaljenosti od 1um u
odnosu na bazalne ¢elije. Hemi-dezmozomi i vlakna sidrenja su normalanog izgleda, ali
im je broj smanjen.

2) Grananje bazalne membrane

Bazalna membrana je veoma razgranata. Ponekad se moze primetiti ekstenzija
ogranaka bazalne membrane i do 10pm u region lamine proprije mukoze. Prisutno je
smanjenje broja hemi-dezmozoma, koji su razdvojeni od ogranaka BM

3) Zadebljanje bazalne membrane

Bazalna membrana je umnozena i formira zadebljanja u vidu zakrpe, debljine
nekoliko pm. Na mnogim mestima lamina lucida nedostaje u potpunosti i na tim
delovima je bazalna membrana u direktnom kontaktu sa bazalnim ¢elijama. Broj
hemidezmozoma je znatno redukovan ili oni u potpunosti nedostaju, dok su vezivne
fibrile nepravilne i broj im je smanjen.

Fragmenti bazalne membrane u vidu ostrvaca se mogu videti na odredenoj
udaljenosti od bazalnih epitelnih ¢elija. Veza kojom hemidezmozomi spajaju bazalne
¢elije sa bazalnom laminom progresivno se gubi, a BM biva odvojena od epitela
(Helander i Rogers, 1994).

Vakuolizacija bazalne membrane vodi ka sakuplajnju te¢nosti i formiranju
rascepa, poznatih kao Max-Josephov-ovi prostori. Smatra se da ovi prostori prethode
pojavi bula, koje se javljaju kod buloznog LP-a (Davies i sar., 1977).

Jedno od glavnih obelezja LP-a je subepitelni inflamatorni infiltrat u vidu trake,
sastavljen uglavnom od T-limfocita i histiocita. U razli¢itim delovima gornje tere¢ine
lamine proprije mukoze inflamatorne celije nisu prisutne, uprkos odvajanju bazalne
membrane od epitela. U preostalim regijama postoje brojne celije zapaljenja direktno

ispod bazalnog sloja epitela. Limfociti male do srednje veliCine Cine oko 80% svih
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mononuklearnih ¢elija lamine proprije. Limfociti srednje veli¢ine imaju brojnije
mitohondrije i ve¢i Golgijev kompleks u odnosu na manje limfocite. Plazma ¢elije Cine
oko 5% od ukupnog broja inflamatornih ¢elija in situ. Ove Celije su ovoidne sa ravnom
povrsinom koja sadrzi svega nekoliko mikrovila. Slobodni makrofagi formiraju oko
10% od svih inflamatornih ¢elija, ukljucujuéi i1 nekolicinu mast ¢elija. Makrofagi su
okruglog ili ovalnog oblika. PovrSina celija sadrzi brojne mikrovile i pseudopode.
Makrofagi se ¢esto vide u neposrednoj blizini limfocita. Mast ¢éelije su karakteristicne,
jer sadrze sekretorne granule vezane za membranu, koje ispunjavaju veliki deo

citoplazme (Olsen i sar., 1984).

1.6.2. Imunofluorescencija (IF)

1.6.2.1. Direktna IF

Direktna IF je koristan metod za postavljanje dijagnoze OLP-a, kao i za
razlikovanje ove bolesti od drugih imunoloski posredovanih oboljenja oralne mukoze,
kao §to su pemphoid, pemphigus vulgaris i lupus eritematodes (LE). Cupaste depozicije
fibrinogena duz BMZ i/ili civatna tela sa pozitivnim nalazom IgM, IgG i IgA
predstavljaju reprezentativne elemente za dijagnozu OLP-a, narocito kada se analiziraju
zajedno sa rutinskom histoloskim slikom (Camisa i sar., 1984). Dokazano je da se
fibrinogen deponuje najpre u zoni BM u vidu ¢elijskih depozita ili u Sirokoj osnovi duz

BM.. Imunoglobulin koji se najcesc¢e nalazi na membrani civatnih tela je [gM.

1.6.2.2. Indirektna IF

Direktna IF ne predstavlja definitivno dijagnosticko sredstvo za dokazivanje OLP-
a. U pojedinim sluc¢ajevima OLP moze, klinicki i histoloski, li¢iti na LE-u, pogotovo
kada je zapaljenski infiltrat postavljen blize BM i u vidu traka (Baumal i sar., 1984).
Ova nedoumica se moZe izbe¢i upotrebom indirektne IF.

Kori$¢enjem ove metode, kod 80% bolesnika sa tipicnim koZnim manifestacijama

LP-a, moze se uociti specifican Sablon po kome se boje imunoglobulini (IgG, IgA i/ili
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IgM) u stratumu granulosumu i stratumu spinosumu, kada se kao supstrat koristi
autologno tkivo lezije (Wick i sar., 1999). Pokazalo se da je pomenuti nacin bojenja Ig
karakteristican za LP, te je stoga logi¢no pretpostaviti da je antigeni materijal,
lokalizovan u stratumu granulozumu i gornjim partijama stratuma spinozuma, u
specifi¢noj vezi sa LP-om.

Ova, jo$ uvek neidentifikovana supstanca oznacena je kao lihen planus specificni
antigen (LPSA) (Wick i sar., 1999). Imajuéi u vidu moguénost postavljanja definitivne
dijagnoze na osnovu histopatoloskih rezultata i1 rezultata direktne IF, upotreba
indirektne IF se preporucuje samo u slucajevima diferencijalno dijagnostickih
nedoumica izmedu LP i drugih lihenoidnih i buloznih dermatoza (Neppelberger i sar.,

2001).

1.6.3. Imunohistohemija

Imunohistohemija predstavlja tehniku identifikacije ¢elijskih ili tkivnih elemenata
(antigeni), pomocu interakcije antigen-antitelo.

Mesto vezivanja antitela moze se identifikovati ili direktnim oznacavanjem
antitela, ili metodom sekundarnog oznacavanja. Vizualizacija antitela postize se
upotrebom markera kao Sto su fluorescentna boja, enzimi, radioaktivni elementi ili
koloidalno zlato. Dostupnost poliklonalnih i monoklonalnih antitela omogucava
patolozima koriStenje imunohistohemijske procedure u cilju postavljanja definitivne
dijagnoze, kod slucajeva koji nakon patohistoloskog ispitivanja tkiva ostaju nejasni
(Dekker i sar., 1997).

Obzirom da imunohistohemijska metoda obuhvata i specifi¢ne reakcije antigen-
antitelo, evidentna je njena prednost nad tradicionalnim tehnikama koje koriste
specijalna i enzimska bojenja, i detektuju samo ograni¢en broj proteina, enzima i tkivnih
struktura.

Zbog toga se imunohistohemijska ispitivanja primenjuju u mnogim istrazivackim
laboratorijama, kao i u klinickoj dijagnostici (Hirota i sar., 2002).

Sto se LP-a ti¢e, imunohistohemija predstavlja jednu od najée$ée koris¢enih
metoda u okviru naucnih istrazivanja, a takode ima i veliki znacaj u dijagnostici. Ova

tehnika se Cesto koristi za:
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1. identifikaciju celijskih populacija u infiltratu (T celija — CD3+, CD4+,
CD8+, mast ¢elija i Langerhansovih celija) (Gerdes i sar., 1984),

2. opis ekspresije molekula koji reguliSu apoptozu (Fas, Fas-L, Bcl-2, Bax,
p-53) (Gerdes i sar., 1984,Sherr i Roberts, 1999),

3. utvrdivanje proliferativne (mitoticke) aktivnosti bazalnih i parabazalnih
¢elijja (Ki-67, p-16, ciklini) (Serrano i sar., 1993),

4. procenu moguce uloge heat shock proteina (HSP) (Thomas i sar., 1997).

Identifikacija molekula koji reguliSu apoptozu bi mogla predstavljati znacajan
faktor u reSavanju problema vezanih za patogenezu OLP-a. Osim toga, izraZena
ekspresija ovih molekula, kao i intenzivna mitoticka aktivnost bazalnih i ¢elija infiltrata,
Cesto je prisutna kod karcinoma. Dakle, na bazi rezultata imunohistohemijskih

ispitivanja, moguce je predvideti maligni potencijal LP-a.

1.6.3.1. Apoptoza

Apoptoza predstavlja mehanizam pomocu koga normalna, kao i ledirana tkiva
reguliSu populaciju ¢elija u smislu kontrolisane celijske eliminacije. Kod normalnog
tkiva, apoptoza deluje kao kompenzatorni mehanizam i blokira ¢elijski ciklus u slucaju

oste¢enja DNA.

1.6.3.1.1. Celijski ciklus
Celijski ciklus predstavlja programirani sled dogadaja, ¢ija je kulminacija rast

¢elije 1 celijska deoba u dve Cerke Celije. Podeljen je u 4 razlicite faze: Gap 0 (GO0), Gap
1 (G1), S (sinteza) i Gap 2 (G2) (Slika 17).
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Mitoza

G,
G

S faza Celija koja
(DNA napusta ciklus
sinteza)

Slika 17. Faze ¢elijskog ciklusa (Preuzeto i modifikovano prema Cawson RA i

sar., 1975)

e Gap 0 (GO): faza GO predstavlja period mirovanja ¢elija

e Gap 1 (G1): faza GI oznaCava pocetak rasta. Vazan mehanizam koji biva
aktiviran tokom ovog perioda (Gl kontrola) omogu¢ava sve ono §to je
neophodno za sintezu DNK molekula.

e S faza: u toku ovog perioda dolazi do replikacije DNK.

e Gap 2 (G2): u fazi G2 ¢elija nastavlja rast i produkciju novih proteina. Na
kraju ove faze, postoji drugo kontrolno mesto (G2 kontrola) kojim se
odreduje moguénost ¢elijskog prelaska u M (mitoza) fazu

e M faza (Mitoza): celijski rast i produkcija proteina se zaustavljaju na ovoj
tacki ciklusa. Sva celijska energija usmerava se na deobu i nastanak dve
cerke celije.

CDK (ciklin zavisna kinaza), zajedno sa ciklinima, predstavlja glavni kontrolni
okidac kojim se pokrece Celijski ciklus, stimuliSuci ¢elije da predu iz faze G1 u S ili iz
faze G2 u M. CDK integriSe mitogene signale i signale za inhibiciju rasta i koordinira ih
u toku ¢elijskog ciklusa. CDK inhibitori kod sisara pripadaju dvema velikim familijama:
p21 familiji (p21, p27 i p 57) i INK4 familiji (p15, p16, p18ipl9).

Poremecaji u kontroli celijskog ciklusa igraju vaznu ulogu u patogenezi
premalignih lezija 1 karcinoma, rezultirajuéi poveéanom i nekontrolisanom

proliferacijom celija.
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1.6.3.1.2. KI-67

Ki-67 antigen (MIB-1) je pouzdan marker celijske proliferacije. Njegova
ekspresija se povecava sa napredovanjem celijskog ciklusa, a svoj vrhunac dostize
tokom G; i M faze. Pomoc¢u MIB-1 detektuju se samo one celije koje su u fazi aktivne
proliferacije, ali ne i ¢elije koje su van ciklusa.

Monoklonalno antitelo Ki-67 se vezuje za jedarni antigen koji je prisutan samo u
proliferativnim ¢elijama. Ki-67 jedarni antigen je prisutan u Gy, S, G, i M fazi ¢elijskog
ciklusa, dok je odsutan u Gy fazi, tako da antigen iS¢ezava kada proliferiSuce ¢elije
zapo¢nu diferencijaciju u Celije mirovanja. Jednostavna i1 brza proliferacija odredenih
¢elijskih podtipova, postaje moguca uz pomo¢ monoklonalnog antitela Ki-67, sto je od
narocitog znacaja u analizi proliferacije malignih tumora (Ligget i Sidransky, 1998).

Medu proteinima koji ucestvuju u kontroli ¢elijskog ciklusa, p16, retinoblastoma

protein (pRb) i ciklin D1, se svrstavaju medu najvaznije (Akanuma i sar., 1999).

1.6.3.1.3. plé6

6 "NK** proteinski produkt gena - CDK inhibitora (CDKN2), vezuje i inhibira

pl
CDK,4 i/ili CDKs, ¢ija je aktivnost znaCajna u procesu regulacie napredovanja
normalnog celijskog ciklusa. Za razliku od familije p21 - inhibitora ciklin zavisne
kinaze, p16 specifi¢no inhibira ciklin D-zavisnu kinazu in vitro (Wu i sar., 1996). Ovaj
protein indirektno vrsi redukciju fosforilacije pRb-a i usled toga se javlja zastoj
celijskog ciklusa u fazi G; (Weinberg, 1995). U normalnim celijama, sinteza pl6
proteina je na niskom nivou. Poremecaj regulacije Celijskog ciklusa koji ukljucuje p16-
pRb mehanizam, moze dovesti do nekontrolisane proliferacije i nastanka tumora

(Musgrove, 1994).

1.6.3.1.4. pRb
Retinoblastoma protein (pRb)- je jedarni fosfoprotein koji reguliSe rast u G, fazi

celijskog ciklusa. PRb delimi¢no potencira svoje inhibitorne efekte vezane za celijski

rast, vezujuéi se za i inhibirajuéi regulatorne proteine, ukljucujuéi i ¢lanove E;F familije
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transkripcionih faktora (E,F aktivacija je neophodna za prelaz iz G; u S fazu) (Lee i
sar., 1999).

Izgleda da pRb fosforilacijom oslobada E;F od inhibitornog kompleksa,
omogucivsi, na taj nacin, transkripciju neophodnu za prelazak celije iz kasne G1 u S
fazu (Kerr i sar., 1972).

Kompleksi sposobni za fosforilaciju pRb proteina mogu se formirati uz pomo¢
ciklina D tipa (ciklini D, D,, i D3 ) u kombinaciji sa CDK4 ili CDKs, ciklinom E u
kombinaciji sa CDK; ili ciklinom A u kombinaciji sa CDK; ili CDC, (CDK}).

1.6.3.1.5. Ciklin D1

Ciklin D1 (kodiran pomo¢u PRAD; ili Bel-1 gena)- pripada ciklinima tipa D i
formira kompleks sa svojim CDK4 parom. Smanjenje D1 ekspresije vodi ka smanjenju
formiranja ciklin D-CDK4 kompleksa. Akumuliranje ciklin D;-CDK4/¢ kompleksa u
ranoj ili srednjoj G; fazi, vodi ka aktivaciji kinaza koje vrse fosforilaciju i inaktivaciju
tumorskog supresornog Rb-a, koji je, kao Sto je ve¢ receno, neophodan za prelazak iz
G; u S fazu ¢elijskog ciklusa (Kerr i sar., 1971). Povecana ekspresija ciklina D
primecena je kod tumora vecih gradusa (Miura i sar., 1993), kod bolesnika mladih od 40
godina i kod osoba muskog pola.

Apoptozu, kao oblik smrti ¢elije, karakterisu morfoloski i biohemijski kriterijumi
koji su u potpunoj suprotnosti sa procesom ¢elijske mitoze (Shresta i sar., 1995).

Morfoloski, ¢elija biva istanjena, dok je citoplazma gusc¢e konzistencije. Hromatin
postaje piknotic¢an i zbijen u glatku masu koja se nalazi suprotno od jedarne membrane.
Nukleus se moze dezintegrisati (karyorexis), dok ¢elija emituje produzetke (fenomen
pupoljka). Ovi procesusi imaju tendenciju da se odvoje i postanu apoptoticka telasca,
koja mogu biti fagocitovana od strane makrofaga ili ostati slobodna (Fesus i sar., 1987).
Neka apoptoticka telaSca sadrze nuklearne fragmente, a neka ne. Citoplazmatske
organele novoformiranih telasaca ostaju dobro o¢uvana. Apoproticka telasca bivaju brzo
fagocitovana od strane makrofaga ili susednih ¢elija i eliminisana njihovim lizozomima.

Biohemijski, DNA se rezgraduje u manje oligonukleosomalne fragmente. Nastaje
rascep DNA spirale na vezivnim regijama izmedu nukleozoma, $to dovodi do

formiranja fragmenata koji poseduju 180-200 parova baza. Citoplazmatske proteinaze,
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kao $to su interleukin-1b-konvertuju¢i enzim (ICE) (Ashkenazi i Dixit, 1998) i granzim
B (Nagata, 1997), ucestvuju u nastajanju prominentnih apoptoti¢nih ¢elijskih promena,
dok tkivne transglutaminaze, koje bivaju aktivirane u kasnijim fazama apoptoze,
preveniraju oslobadanje potencijalno Stetnih intracelularnih enzima iz apoptotickih
telasaca pre nego §to oni budu fagocitovani (Huang i sar., 1997). Najbolje objasnjen
apoptoticki mehanizam, na molekularnom nivou, vezuje se za apoptozu izazvanu
"receptorima smrti", ukljucujuci Fas/CD95 receptor, TNF receptor tip 1 (TNFR;), DR3,
DR4 1 DRs(Medema i sar., 1997).

1.6.3.1.6. Fas/FasL

Fas (CDY95/APO-1)- je predstavnik membranskih receptora iz superfamilije
tumor nekrozis faktora (TNF), koji stimuliSe apoptozu posredstvom svog liganda-FasL
(Chinnaiyan i sar., 1995). Fas je Siroko rasprostranjen u razliitim tipovima celija
organizma, dok je ekspresija FasL specificnija. Nakon aktivacije, razliciti tipovi ¢elija
imunog sistema ispoljavaju FasL, ukljucujuéi T 1 B Celije. Apoptoza indukovana FasL-
om ima i regulatornu i efektornu funkciju u imunom sistemu, a izgleda da doprinosi i
razvoju inflamatornog procesa. Regulacija ekspresije Fas receptora se, barem delimicno,
vr$i posredstvom ¢lanova Bcl-2 familije (O’Connell, 2001).

Izgleda da FasL formira trimere, $to se deSava i prilikom njegovog vezivanja za
Fas receptor. Nakon aktiviranja posredstvom FasL-a, razli€iti proteini se rasporeduje na
tzv. domene smrti Fas receptora, pri ¢emu se stvara signalni kompleks koji indukuje
smrt Celije (DISC) (Mateyak i sar., 1997). Sem toga, aktiviranjem Fas receptora dolazi
do direktne aktivacije intracelularne proteoliticke kaskade, posredstvom kaspaze iz
familije proteaza. DISC, protein adaptacije i protein koji je u vezi sa domenom smrti na
Fas receptoru (FADD) predstavljaju vezu izmedu stimulisanog Fas-a i pro-kaspaze-S8.
Funkcionalna kaspaza-8, poznata i kao interleukin-1[7 (IL-17)-konvertuju¢a enzimska
proteaza vezana za Fas receptor (FLICE), stimuliSe aktivaciju intracelularnih elemenata
iz porodice kaspaza (Wyllie, 1992). Kaspazna proteoliza specificnih proteinskih meta je

klju¢ni egzekutivni element apoptoze.
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Postoje dokazi da FasL sprecava inflamatorne reakcije na tzv. “imunoloski
privilegovanim” mestima, iniciraju¢i Fas-posredovanu apoptozu infiltriSu¢ih pro-
inflamatornih ¢elija.

Sposobnost FaslL-a da slabi imuni odgovor, mogla bi se iskoristiti u svrhu
sprecavanja imunoloSke reakcije odbacivanja transplantiranog tkiva (Bissonete i sar.,
1992).

Apoptoza se nalazi pod genetskom kontrolom, a moze biti inicirana unutra$njim
ili ekstracelularnim agensima kao S§to su hormoni, citokini, ¢elije ubice, kao i niz
hemijskih, fizi¢kih i virusnih ¢inilaca. NeSto bolje prouceni geni koji uéestvuju u

kontroli apoptoze su c-myc, Bcel-2 1 p53.

1.6.3.1.7. C-myc

C-myec- su celularni proteini vezani za DNK, kodirani od strane c-myc gena. Oni
su ukljuCeni u metabolizam nukleinskih kiselina, a ucestvuju i u regulaciji ¢elijskog
odgovora na faktore rasta. Pove¢ana i nekontrolisana ekspresija c-myc proteina moze
uzrokovati razvoj tumora. Klju¢na uloga c-myc proteina ogleda se u regulaciji ¢elijske
proliferacije (Kinokawa i sar., 1996). Povecana ekspresija c-myc proteina moze
rezultirati mitozom ili apoptozom, Sto zavisi od prisustva ili odsustva stimulatora
celijskog rasta (Lu i sar., 1996). U prisustvu takvih stimulusa, c-myc se ponasa kao
klasi¢ni proto-onkogen stimulator mitoze; u njihovom odsustvu, inicira apoptozu.
Simultana prenaglasena ekspresija Bcl-2 proto-onkogena smanjuje mogucnost da
povecéana ekspresija c-myc proteina indukuje apoptozu, §to moze biti od velikog znacaja

za sinergizam ovih gena u procesu onkogeneze (Lauwers, 1997).

1.6.3.1.8. Bcl-2

Bcl-2 proto-onkogen je poznati inhibitor apoptoze. Ovaj protein je inicijalno
otkriven, i najceS¢e udruzen, sa folikularnim limfomom B <¢elija, hromozomske
translokacije t(14,18) (Farrow i Brown, 1996). Bcl-2 gen kodira sintezu integralnog
membranskog proteina lokalizovanog na spoljnjoj mitohondrijskoj membrani,

nuklearnom omotacu, plazma membrani i endoplazmatskom retikulumu. Shodno tome,
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pronaden je i kod drugih limfoproliferativnih oboljenja bez t(14,18), u normalnom
epitelu sa aktivnom proliferacijom i kod rali¢itih epitelnih neoplazmi (Antonsson,
2001).
Osim toga, povezanost Bcl-2 molekula sa prekanceroznim lezijama, upucuje na
znacaj ovog proteina u ranim stadijumima karcinogeneze (Salgame i sar., 1991).
Primeceno je da je bcl-2 ¢lan grupe gena sa izrazenom homologijom na pojedinim
sekvencama, poznate kao bcl-2 familija gena, koja reguliSe opstanak celije i njenu smrt.
Sekvencijalna homologija, medu c¢lanovima Bcl-2 familije, ograni¢ena je na cetiri
specificne regije poznate kao Bcl-2 homologne (BH) oblasti (BH ;.4 ). Pokazalo se da
BH oblasti imaju ulogu medijatora proteinskih interakcija i kljuéno mesto u procesima
aktivacije 1 supresije apoptoze (Vousden, 2000). Pripadnici Bcl-2 familije se mogu
podeliti u dve podgrupe:
e saanti-apoptotickim (Bcl-2,Bcl-Xp ) i
e sa pro-apoptotickim sposobnostima (Bcl-Xg, Bax).
Izrazena ekspresija anti-apoptotickih proteina (Bcl-2, Bcl-X;) moZe inhibirati

aktivnost pro-apoptotickih proteina (Bcl-Xg , Bax) (Ralhan i sar., 1998).

1.6.3.1.9. p53

p53- je tumorski supresorni protein, koji igra vaznu ulogu u kontroli ¢elijskog
ciklusa i apoptozi. p53 moze inicirati zaustavljanje ¢elijskog ciklusa u fazama G; ili Go.
Defektnost pS3 proteina moze dovesti do abnormalne ¢elijske proliferacije koja rezultira
kancerom. Kod normalnih ¢elija, nivo p53 proteina je nizak. Oste¢enje DNK, hipoksija,
onkogeni i drugi stresni signali, mogu dovesti do porasta nivoa p53 proteina, koji ima tri
glavne funkcije: zaustavljanje Celijskog rasta, popravku osteCene DNK molekule i
apoptozu. Zaustavljanjem celijskog rasta stopira se ¢celijski ciklus, ¢ime se onemogucuje
replikacija oSte¢cene DNK. Tokom zastoja u rastu, p53 moze da aktivira transkripciju
proteina ukljucenih u reparaciju DNK. Apoptoza je poslednje sredstvo za zaustavljanje
proliferacije ¢elija sa oStecenom DNK.

Celijska koncentracija p53 mora biti regulisana. Glavni regulator je Mdmz2, koji
moze pokrenuti razgradnju p53 pomocu sistema koji je prisutan u svim c¢elijama

(Hashimoto, 1976).

59



Uvod

Transkripciona aktivnost p53, reguliSe ekspresiju Mdm2 (u cilju sopstvene
regulacije), kao i gene ukljucene u zaustavljanje Celijskog rasta (p21), DNK reparaciju
(p53 Ry) i apoptozu (Bax, Apaf-1, PUMA i NoxA).

p53 igra vaznu ulogu u apoptozi ¢elija mukoze kod OLP-a (Pindborgh i sar.,
1997). Ovaj protein se indukuje u povredenim keratinocitima i odrzava genomski
integritet pomoc¢u multiplih nishodnih meta koje aktiviraju mehanizam zaustavljanja
celijskog ciklusa, reparativne procese u ¢elijama i apoptoticnu smrt ¢elije. p21, jedna od
nishodnih meta p53 molekule, je CDK inhibitor (CDKI), koji onemoguéava aktivnost
ciklin-CDK kompleksa da izvrsi prekid celijskog ciklusa. Na taj nacin, regulacija
¢elijskog ciklusa indukovana mehanizmima p53 i p21, osigurava odrzavanje genomske
stabilnosti (Pindborgh i sar., 1997).

Gubitak funkcije p53 proteina dokazan je u priblizno 50% ispitanih humanih
kancera, ukljucujudi i oralni karcinom skvamoznih ¢elija (Barnard i sar., 1993).

Odnos izmedu benignih i malignih stanja predstavlja neku vrstu ravnoteze izmedu
apoptoze i mitoze. Diskeratoticne Celije se mogu smatrati predstavnikom apoptotickog
procesa, odnosno reakcijom domacina sprovedenom u cilju eliminacije tumorskih ¢elija
procesom ubrzane keratinizacije. Ako apoptoza nadjaca mitotozu, tumor ostaje benigan

(Cawson, 1975).

1.7. Maligni potencijal OLP-a

Oralni lihen planus (OLP) se, prema nekim autorima, svrstava u premaligna
stanja, dok drugi smatraju da su samo lihenoidne lezije sa displazijom prekancerozne.
Prema skora$njoj histoloSkoj klasifikaciji kancera i prekanceroza oralne mukoze
Svetske zdravstvene organizacije (WHO), termin lihenoidna displazija nije uvrSten.
Umesto toga, navodi se da se kod lihen planusa ponekad vidaju displasticne promene
(WHO, 1972).

Prevalencija maligne alteracije OLP-a , prema navodima u literaturi, varira
izmedu 0.1 i 3% (Marder i1 Deesen, 1982). Argumenti pomoc¢u kojih pojedini autori
negiraju moguénost maligne transformacije OLP-a, ukljucuju koincidenciju, pogresno

postavljenu dijagnozu, i nedostatak dokaza da je u pitanju prekanceroza (Holmstrup i
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Pindborg, 1979). Danas i dalje postoje brojne kontraverze vezane za pitanje da li je OLP
premaligno stanje, ili ne.

Prema Svetskoj zdravstvenoj organizaciji prekancerozno stanje se definiSe kao
"opste stanje organizma kod koga je znaCajno povecan rizik od nastanka kancera", dok
su prekancerozne lezije definisane kao "morfoloski alterisana tkiva kod kojih je
povecana incidenca razvitka kancera u odnosu na tkiva sa oCuvanim morfoloSkim
integritetom" (Krutchkoff'i sar., 1985).

Razli¢iti faktori modifikuju moguénost 1 brzinu potencijalne maligne
transformacije, kao Sto su imunoloski status domacina (koji moze biti modifikovan
boles¢u ili primenjenom terapijom), prekancerozna aktivnost (konzumacija cigareta i
alkohola) i delovi oralne sluzokoze visokog rizika (donja usna, ventrolateralna ivica
jezika i pod usne duplje) (Krogh i sar., 1987). Postoje misljenja da je oralna mukoza kod
OLP-a podloznija uticajima karcinogenih agenasa u poredenju sa normalnom mukozom.
Na osnovu toga moglo bi se zakljuciti da lezije kod OLP-a nisu same po sebi
premaligne, ve¢ se radi o premalignim stanjima.

Erozivna, atrofi¢na i plakozna forma bolesti, sa ili bez prisutnih retikularnih
formacija, su ¢eS¢e povezane sa malignom transformacijom. Kod ovih oblika bolesti se
u velikom broju slucajeva postavlja pogresna klinicka i histopatoloska dijagnoza.
Plakozna forma OLP-a, a Cesto i erozivni OLP, klinicki se tesko razlikuju od homogene
i nehomogene leukoplakije. Postoji mogucnost sinhronog prisustva OLP-a i oralne
eritroplakije, i takva kombinacija izgleda da ima veliki prekancerozni potencijal
(McCartan i McCreary, 1999).

Kod OLP-a je utvrden relativno visok procenat epitelijalne displazije, koji prema
razli¢itim nalazima, varira od 25-57%, dok je na drugoj strani kod ove bolesti izrazen
nizak stepen maligne transformacije (Carrozzo i Gandolfo, 1999). Uzroci odgovorni za
malignu transformaciju OLP-a su nepoznati, ali oni mogu biti povezani sa hronicitetom
oralnih lezija, konzumiranjem duvana i gljivicnom kolonizacijom oralnih tkiva
(Tyldesley W, Harding, 1977).

Postoji mnogo pitanja vezanih za potencijalni malignitet OLP-a. Da li se oralni
kancer razvija na prethodno postojecoj OLP leziji, ili nezavisno od nje? Da li je biopsija

bila pravilno interpretirana? Koji su to klju¢ni elementi koji uti¢u na razvoj kancera kod
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bolesnika sa OLP-om? Da li je to sam OLP, imuni sistem bolesnika ili njegova genetska
osnova?

U svakom slucaju, klinicari bi morali biti svesni potencijalne povezanosti OLP-a
sa oralnim kancerom. Pazljiv oralni pregled, striktni dijagnosticki kriterijumi i rutinske

kontrole se obavezno moraju sprovoditi kod bolesnika sa dijagnostikovanim OLP-om.

1.8. Terapija

Sem retkih slucajeva moguée maligne tranformacije, OLP je benigno i1 samo-
ograni¢avajuce oboljenje, iako se faze rekurencije i egzacerbacije mogu ponavljati godinama.
Svaka terpijska strategija mora biti bezbedna, i ne sme nikako svojim uticajem pogorsati
postojece simptome bolesti. U terapiji OLP-a danas se pominje veliki broj medikamenata, koji
svojim dejstvom dovode do privremenog olakSanja klinickih simptoma bolesti, no usled
dugotrajne primene mogu izazvati negativne posledice. Takvi su pre svih sistemski
kortikosteroidi i imunosupresivni lekovi, pa stoga njih treba koristiti samo u sluc¢ajevima kada je
to zaista neophodno.

Koji bi to slucajevi, zapravo bili, i kako uopste isplanirati leCenje obolelih od OLP-a? Od
Cega Ce zavisiti koju vrstu medikamenata primeniti, i da li je uopsSte bilo kakva terapija
potrebna?

Klinicka terpija LP-a mora biti usmerena ka oslobadanju od bolova, sanaciji
erozija/ulceracija ili redukciji rizika koji bi mogli dovesti do maligne alteracije LP lezija
(Carbone 1 sar., 1999). Vrsta lekova, njihova doza i nadin primene.u mnogome zavise od
ozbiljnosti klinickih simptoma bolesti.

Zbog osnovnih karakteristika OLP-a (inflamatorno ¢elijski-posredovan odgovor),
vec¢inu agenasa, koji se koriste za kontrolu znakova i1 simptoma bolesti, Cine
kortikosteroidi i imunosupresivni lekovi, a mogu se koristiti, mada rede i druge vrste
medikamenata kao §to su retinoidi (derivati vitamina A).

Nacin terapije OLP-a koji se preporucuje prikazan je na Semi 3 (Silverman i sar.,

1985).
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1.8.1. Kortikosteroidi

Glavni medikamenti u terapiji OLP-a i dalje su kortikosteroidi. Oni se mogu

koristiti povrSinski, intralezijski 1 sistemski.

1.8.1.1. Povrsinski kortikosteroidi

Kortikosteroidi se mogu aplikovati povrSinski kao uljani rastvori, paste, vode za
ispiranje usta ili ¢ak kao inhalatori sa specijalnim adapterom. Betamethazone valerate
aerosol - 800ug/dan u toku 2 meseca) je jedan od najCeS¢e koriS€enih povrSinskih
kortikosteroida (Lozada-Nur i sar., 1984). Veliki je problem njihove adherencije u usnoj
duplji u duzem vremenskom intervalu.

Iz tog razloga koriste se adhezivne paste pomocu kojih se obezbeduje dugotrajna
aplikacija bez sistemskih nezeljenih efekata.

Znacajan je broj povrsinskih kortikosteroida koji se danas primenjuju u vidu
adhezivnih pasta, kao $to su na primer: betamethazone valerate 0.1mg, triamcinolone
acetonide 0.1%, fluocinolone acetonide 0.1%, fluocinonide 0.05%, clobetasol
propionate 0.05% (Vincent i sar., 1990).

Nakon primene povrSinskih kortikosteroida moze se pojaviti sekundarna oralna
kandidijaza. Ova pojava se lako moze prevenirati primenom antimikoticne terapije
(miconazole gel pojedinac¢no ili u kombinaciji sa chlorhexidine rastvorom za ispiranje
usta). Dugotrajna perzistencija erozija, narocito na jeziku, moze se veoma uspeSno
tretirati intralezijskim injekcijama triamcinolone acetonida — 10-20mg/ml (Bechade i

sar., 1996).

1.8.1.2. Sistemski kortikosteroidi

Mnogi autori smatraju sistemske kortikosteroide najefikasnijim terapijskim
modalitetom za kontrolu OLP-a. Sistemski prednizon moze biti indikovan u slucaju
uznapredovalog erozivnog OLP-a otpornog na leCenje ili difuzne mukokutane forme
bolesti u inicijalnoj dozi od 40 — 80 mg/dan (Silverman i sar., 1991). Vecina bolesnika

reaguje pozitivno na primenjenu terapiju, lezije se smanjuju za 50 do 75% od primarne
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veli¢ine, nakon Cega se doze leka smanjuju do intermedijarnih vrednosti od 30 —
50mg/dan. Ukoliko se prednizon primenjuje viSe od 2 nedelje moguéi su nezeljeni
efekti (Silverman i sar., 1991). Alternativni pristup, u cilju izbegavanja nezeljenih
dejstva, podrazumeva kratkotrajno koriS¢enje visokih doza sistemskog prednizona
(40mg na dan u toku 5 dana), zatim smanjenje doze na 10-20mg dnevno u toku sledece
dve nedelje i na kraju prelazak na primenu povrSinskih kortikosteroida (Lear i sar.,
1996).

Sistemski steroidi mogu potencirati HCV viremiju, §to utiCe na pogorSanje veé
postojeéeg ostecenja jetre (Lozada-Nur, 1981). Stetni efekti su &esti, ¢ak i u slucaju
kratkotrajne primene sistemskih steroida 1 najceS¢e podrazumevaju: promenu
raspoloZenja, retenciju tecnosti, insomniju i gastro-intestinalne tegobe. Usled dugotrajne
primene ovih lekova mogué je nastanak hematoma, gojaznosti, "mesecevog izgleda"
lica i specifi¢ne redistribucije masti (u vidu grbe od bika). Mnogi Setni efekti dugotrajne
primene sistemskih kortikisteroida se mogu izbe¢i ukoliko se, Sto je ranije moguce,
zapocne sa kombinovanom terapijom povrSinskim kortikosteroidima (McDonald,

1997).
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DIJAGNOZA

e ANAMNEZA
e  KLINICKI PREGLED
e PATOHISTOLOGIJA

[Ne-erozivni asimptomatski OLP

Pratii

Bez odgovora

~

o (DIREKTNA IMUNOFLUORESCENCIJA)
o ISPITIVANIJE FUNKCIJA JETRE

ELIMINACIJA IRITANASA

KONZUMACIJA ALKOHOLA I DUVANA

MALOKLUDIRANI I FRAKTURIRANI ZUBI

LOSA ORALNA HIGIJENA

LOSE PROTETSKE NADOKNADE

UKLANJANJE AMALGAMSKIH ISPUNA
RAZMOTRITI ZAMENU MEDIKAMENTA

—>

Erozivni ili simptomatski ne-erozivni OLP

Visoko potentni povrsinski steroid l
{@prClobetasol) + antimikotik Potpuni E—
\ odgovor

IBez kontraind. Kontraind.

[prema sistemskim prema sistemskim Pratiti

steroidima steroidima

Sistmski kortikosteroidi ~ Povrsingki ciklosporin Parcijalni_odgoyor v

(plus azatioprine)

b "

Potpun Parcijalni Terapija odrzavanja:
odgovor odgovor srednje poteﬁtni povrsinski steroidi
- npr.triamcinolon ili fluocionid
l Bez odgovora (plus antimikotik)

Pratiti l

Retinoidi, PUVA (?)

Slika 18. Predlog postupaka u terapiji obolelih od OLP-a (Preuzeto i

modifikovano prema Lindelof B i sar., 1991.).

Legenda: potpuni odgovor - nestanak svih lezija, uz eventualno prisutnu mrezastu formaciju na oralnoj

mukozi, parcijalni odgovor - nepotpuno izleCenje sa perzistencijom erozivno-ulceroznih lezija.

bez odgovoora - pogorsanje postojecih lezija ili odsustvo bilo kakvog poboljsanja.

1.8.1.3. Retinoidi

Sistemski retinodi se veoma retko koriste u terapiji OLP-a zbog velikog broja

neZeljenih efekata, kao Sto su: hejlitis, konjuktivitis, suvo¢a ociju i usta, gubitak kose,

glavobolje itd). Od povrsinskih retinoida koriste se:
e tretionin 0.1% u vidu adhezivnog gela — 4 puta dnevno u toku 2 meseca

e isotretionin 0.1% - 2 puta dnevno u toku 2 meseca
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e retinoi¢na kiselina 0.05% u orabazi, koja ne daje nezeljene pojave , ali postiZze
parcijalna poboljsanja kod bolesnika sa erozivnim OLP-om
e fenretinide — 200mg/dan u toku 1 meseca, retinoid za koga je dokazano da je

bezbedniji i efektniji od drugih, ali jos uvek nije Siroko dostupan

1.8.14. Imunosupresivni agensi

Imunosupresivni lekovi se mogu uspeSno primenjivati u kombinaciji sa
sistemskim prednizonom, a kao monoterapijsko sredstvo mogu predstavljati alternativni
izbor ukoliko postoji rizik od upotrebe steroida (Lozada-Nur, 1997).

Azathioprine — Imuran 75-100mg/dan je jedan od najces¢e koriS¢enih
imunosupresivnih agenasa. Ovaj medikament ima potentno imunosupresivno dejstvo,
koje obuhvata i supresiju mitoze stimulisanih limfoidnih ¢elija, uticajem na sintezu
nukleotida. Glavni sporedni efekat Imurana je uznapredovala leukopenija, koja nastaje
usled supresije kostane srzi. Ipak u dozama koje se koriste u terapiji vezikulobuloznih
oboljenja, kakav je OLP, sporedni efekti Azatioprina su minimalni i uglavnom
ograniCeni na glavobolje i gastro-intestinalne tegobe kao $to su muka i prolivi (Lindelof
isar., 1991).

Ciklosporin je efikasan inmunosupresiv koji utie na aktivnost B i T limfocita.
Njegovo osnovno dejstvo usmereno je ka funkciji T-helper celija, a ogleda se u
inhibiciji transkripcije IL-2 gena i oslobadanja IL-2 proteina od strane aktiviranih T
¢elija. Ciklosporin takode inhibira transkripciju IL-3, IL-4, stimulativhog faktora
granulocitno-makrofagnih kolonija, TNF-a i interferona-y.

Stetni efekti ciklosporina su Gesti i ukljuéuju nefrotoksi¢nost, holestazu,
hipertenziju i neuropatiju. Takode postoji predispozicija za limfoproliferativna oboljenja
B ¢elija (Beck i Brandrup, 1986). Zbog komplikacija koje sistemski ciklosporini mogu
da izazovu, pribegava se alternativnijim metodama, kao §to je lokalna aplikacija
povrsinskih ciklosporina.

Ciklosporin A — 6mg/kg/dan. indukuje smanjenje broja T celija, najverovatnije
preko inhibicije sinteze y-interferona. Najvazniji nezeljeni efekat je renalna disfunkcija.

Moze se primeniti u vidu:

a) rastvora za ispiranje (450-1500mg/dan u toku 8-12 nedelja)
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b) orabaze (48mg/dan u toku 8 nedelja).

Ovako primenjen ciklosporin A dovodi do znacajnog poboljsanja klini¢kih
simptoma kod OLP-a, nezeljenih efekata gotovo i da nema, dok je sistemska resorbcija
leka neznatno izrazena. Rezultati koriS¢enja 1 efektivnost primene povrSinskih
ciklosporina su kontraverzni. Upotreba ovog leka preporucuje se samo onda kada su sva
ostala terapijska sredstva iscrpljena, ukljucujucéi i sistemske steroide (Matthews i Scully,

1992).

1.8.1.5. Psoralen i ultravioletno zracenje (PUVA)

Kombinacija psoralena i ultravioletnog zracenja (PUVA) moZze uticati imuno-
supresorno na ¢elijski posredovanu imunoreaktivnost. PUVA terapija obi¢no pocinje sa
methoxsoralen-om — 0.6mg/kg uzetim 2h pre UV radijacije. Smatra se da PUVA ima
onkogeni potencijal, pa su miSljenja oko primene ove metode u lecenju OLP-a

kontraverzna (Lu i sar., 1995).

1.8.1.6. Druga terpijska sredstva

Jos neki medikamenti se pominju u terapiji OLP-a., kao na primer:
e Dapsone, koji nije uvek efikasan (Ronbeck i sar., 1990)
e Griseofulvin — (antimikotik) ima ograni&en terapijski u¢inak **
e Levamisole — 150mg/dan u toku 6 nedelja, koristi se kao dodatno sredstvo uz sistemsku
terapiju kortikosteroidima **!
e Hidroxychloroquine sulphate — 200-400mg/dan. Postoji sumnja u njegovu efikasnost

obzirom da antimalarici mogu uticati na razvoj lihenoidnih reakcija ***
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Ciljevi istrazivanja

Predmet doktorske disertacije je analiza povezanosti polimorfizama nukleotidne
sekvence u genima za TLR2, TLR3, TLR4 i CD14 receptore sa rizikom za razvoj
oralnog lihen planusa, etioloskim i klinicko-patoloskim odlikama bolesti. Sa tim u vezi

su definisani slede¢i ciljevi istraZivanja:

1. Utvrdivanje karakteristika ispitanika sa dijagnostikovanim oralnim lihen

planusom;

2. Genotipizacija i utvrdivanje distribucije, odnosno ucestalosti alela i genotipova
polimorfizama TLR2 (rs3804099), TLR3 (rs5743312, rs3775291), TLR4
(rs4986790, 1s4986791) 1 CD14 (1s2569190) gena u grupi ispitanika sa oralnim

lihen planusom i u kontrolnoj grupi;

3. Utvrdivanje eventualnog postojanja asocijacije polimorfizama navedenih gena

sa rizikom za pojavu oralnog lihen planusa, kao i klinickom formom OLP-a;

4. Ispitivanje eventualnog postojanja asocijacije izmedu genotipova ispitivanih

polimorfizama i etioloskih odlika grupe ispitanika;

5. Analiza haplotipova: identifikacija LD blokova i odredivanje ucestalosti

haplotipova u celokupnoj studijskoj grupi, grupi ispitanika i u kontrolnoj grupi;

6. Ispitivanje eventualnog postojanja asocijacije identifikovanih haplotipova i

rizika za nastanak oralnog lihen planusa.

HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Odredeni genotipovi ispitivanih polimorfizama u TLR2, TLR3, TLR4 i CD14

genima mogu predstavljati faktor rizika (ili imati pretektivnu ulogu) u patogenezi

oralnog lihen planusa.
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Materijal i metode

Istrazivanje je sprovedeno na Klinici za parodontologiju i oralnu medicinu
Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu i Institutu za mikrobiologiju
Stomatoloskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Eksperimentalni deo doktorske
disertacije je realizovan u Laboratoriji za molekulsku medicinu Instituta za medicinska
istrazivanja Vojnomedicinske akademije u Beogradu.

Studija je obuhvatila 101 pacijenta sa dijagnostikovanim oralnim lihen planusom.
Od ukupnog broja pacijenata, 27 (27%) su ¢inili muskarci, a 74 ispitanika (73%) su bile
zene. Medijana godina je bila 59.

Kontrolnu grupu je ¢inilo 104 osobe, dobrovoljnih davaoca krvi, koji su se javili
Institutu za transfuziologiju Vojnomedicinske akademije u Beogradu. Osobe koje su
¢inile kontrolnu grupu su iste populacije sa teritorije Srbije, odgovarajuce starosne i
polne distribucije, bez prethodno dijagnostikovanog oralnog lihen planusa u istoriji
bolesti.

Istrazivanje je bilo podeljeno na klinicki i laboratorijski deo. Klini¢ki deo je
obuhvatao popunjavanje istrazivackog kartona i klinicki pregled. Istrazivacki karton je
sadrzao sledece podatke o bolesniku: pol, uzrast, klini¢ki oblik bolesti, trajanje bolesti,
subjektivni simptomi, postojanje drugih oboljenja, medikamenti primenjeni u terapiji
razli¢itih patoloskih stanja, kao i period njihovog korisenja.

Dijagnoza OLP-a je postavljana na osnovu anamneze i analize klinickih promena.

Bolesnici su bili razvrstani, u zavisnosti od klinickih karakteristika oralnih
promena, u grupe sa: retikularnom, papularnom, atrofi¢nom, erozivno-ulceroznom,
buloznom i plakoznom formom OLP-a.

Da bi pacijent bio ukljucen u ispitivanje morao je da ispuni odredene kriterijume:

= Da je stariji od 18 godina, a mladi od 75 godina,
= Daima neku formu OLP-a i
= Da je procitao i shvatio informaciju o ispitivanju kao i da je

potpisao pristanak za ucestvovanje u ispitivanju
U istrazivanje nisu bili ukljuceni pacijenti koji su bili:

e QGravidni ili dojili, kao i

= Osobe sa malignitetom i psihi¢kim poremecajem.
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Iz klinickog ispitivanja su bili iskljuceni pacijenti kod kojih je postoji jedan od
sledec¢ih kriterijuma:
= Medicinski znacajan nezeljeni dogadaj ili istovremeno oboljenje
gde nastavak ispitivanja predstavlja ozbiljan rizik,
= Znacajno ne pridrZzavanje postupka u ispitivanju,
= Pojava nekih od kriterijuma za neukljucivanje,
= (QOdluka pacijenta da prekine dalje ucesée u ispitivanju i

=  Trudnoca.

3.1. Izvodenje istrazivanja-merenja i procene

Evaluacija bolesti

Svaki bolesnik je tokom klini¢kog ispitivanja dolazio Cetiri puta na pregled.
Bazna poseta (0 dan ispitivanja)

Posle provere kriterijuma za izbor ispitanika,upoznavanja pacijenta sa
svrhom,tokom i nac¢inom ispitivanja,u test listu (Istrazivacki karton) su unosSeni sledeci
podaci:

a) licni podaci,

b) anamneza,

¢) sadasnja bolest,

d) prisustvo simptoma bolesti kao i njegove karakteristike

e) klinicki pregled,

f) uzimanje materijala za mikrobiolosku kulturu,

g) obucavanje bolesnika u odrzavanju oralne higijene i

h) vrsena je evaluacija skorova plak indeksa i indeksa zubnog kamenca na osnovu cCega

je procenjivan nivo oralne higijene.

Procena oralne higijene je vrSena na osnovu indeksa oralne higijene koji se sastoji
iz dva dela: prvog dela, koji se i naziva plak indeks, utvrduje se prisustvo mekih naslaga
na zubima. Drugi deo ovog indeksa naziva se i indeks zubnog kamenca i sluzi za
utvrdivanje tvrdih naslaga na povrSini zuba. Za odredivanje ovog indeksa je koris§¢eno

Sest zuba koji predstavljaju reprezentativni uzorak za celu denticiju. To su vestibularne
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povrsine prvih gornjih molara sa desne i leve strane, prvog gornjeg sekuti¢a sa desne
strane i prvog donjeg sekuti¢a sa leve strane.

Prisustvo mekih naslaga je mereno na oralnoj povrsini prvih donjih molara sa leve
1 desne strane.
Stanje oralne higijene to jest prisustvo mekih naslaga boduje se na slede¢i na¢in:

0- nema mekih naslaga

1- meke naslage prekrivaju do 1/3 povrsine zuba

2- meke naslage pokrivaju do 2/3 povrsine zuba i

3-meke naslage pokrivaju vise od 2/3 zuba.

Stanje oralne higijene odnosno prisustvo ¢vrstih naslaga se boduje:
0- nema cvrstih naslaga
1- zubni kamenac pokriva manje od 1/3 povrSine zuba
2-zubni kamenac pokriva vise od 1/3 a manje od 2/3 zuba, ili su samo mestimi¢no
prisutni subgingivalni konkrementi
3-zubni kamenac pokriva viSe od 2/3 povrSine zuba, ili subgingivalni konkrementi

pokrivaju vrat zuba po celom obimu.

Ucesnici studijske grupe su intervjuisani usmenim putem (tako Sto su pacijenti
popunjavali anketu), ¢ime su dobijene informacije o njihovom pusSackom statusu
odnosno kori$é¢enju alkohola.

Kada su u pitanju pacijenti koji su konzumirali cigarete svrstali smo ih u Cetiri grupe:

a) nepusaci- oni pacijenti koji nikada nisu pusili,

b) pusaci- koji puce do 1 paklu na dan

¢) pusaci koji puse vise od 1 pakle na dan i

d) bivsi pusaci-koliko su pusili pakla/godina ( pakla/godina-se dobija mnozenjem

broja godina sa prose¢nim brojem popusenih cigareta dnevno).
Kada se radi o pacijentima koji konzumiraju alkohol podelili smo ih u tri

grupe:

a) oni koji nikada nisu pili alkohol,
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b) umereni konzumenti-oni koji dnevno konzumiraju do 35ml Zestokog pica,
220ml vina ili 330ml piva,
¢) konzumenti- koji uzimaju vise od 35ml zestokog pi¢a, 220ml vina ili 330ml

piva.

Druga poseta (3-4 dan ispitivanja)

Prilikom ove posete vrSila se analiza mikrobioloskog nalaza, uraden je test
kserostomije, uklonjene su lokalne iritacije oralne sluzokoZe i uzimana je krv za
ispitivanje. Analiza rezultata mikrobioloskog ispitivanja pruzala je dve moguénosti:

a.l) pozitivan nalaz-ordiniranje terapije
2) negativan nalaz mikrobioloske kulture,nastaviti dalje istrazivanje.
b. uzimanje krvi za laboratorijsko ispitivanje

c. ordiniranje terapije

Treéa poseta (7 dan ispitivanja)

Tokom ove posete odredivan je efekat ordinirane terapije i vrSen nastavak lecenja
ukoliko je to neophodno.

Cetrvrta poseta (15 dan ispitivanja)

Cetrvrta poseta je obuhvatala kontrolni pregled

3.2. Metode

U ovom istrazivanju vrSila su se uporedna mikrobioloSka, klinicka,
laboratorijska ispitivanja bolesnika kod kojih je dijagnostikovan oralni lihen planus.
Prilikom prve posete pacijenta i nakon popunjavanja istrazivackog kartona vrsilo se
uzimanje mikrobioloskog materijala brisom. Bris je uziman sa jezika u jutarnjim
Casovima, pre dorucka. Nakon uzimanja brisa materijal je poslat u laboratoriju Instituta
za mikrobiologiju Stomatoloskog fakulteta u Beogradu gde je vrSena njegova analiza.

Nakon izvrSene analize mikrobioloskog nalaza pacijentu je odredena terapija
ukoliko je to bilo neophodno ili je odmah zapoceta slede¢a faza ispitivanja koja
podrazumeva uzimanje krvi za ispitivanje polimorfizma gena CDI14 i TLR2, TLR3 i

TLRA4. Krv je uzimana iz kubitalne vene u jutarnjim ¢asovima, pre dorucka, vakutajner
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metodom. Uzimane su dve epruvete po Sml krvi. Brzina sedimentacije je radena u
Laboratoriji za biohemiju i hematologiju StomatoloSkog fakulteta Univerziteta u
Beogradu tako Sto se 4.5ml uzete krvi pomeSa sa 0.5ml natrijum citrata koncetracije
0.105mmol/L. Odredivanje genotipa polimorfizma gena CD14, TLR2, TLR3 i TLR4
radeno je u Laboratoriji za molekulsku medicinu Instituta za medicinska istraZivanja
Vojnomedicinske akademije u Beogradu, S$to je detaljnije opisano u predstojecem
tekstu.

Eticki aspekti. Osobe ¢iji je bioloski materijal koriS¢en u istrazivacke svrhe su
dale informisani pristanak za uce$c¢e u studiji. Eticki komitet Stomatoloskog fakulteta

Univerziteta u Beogradu je odobrio izvodenje ove studije u skladu sa Helsinskom

deklaracijom (2008).

3.3. Bioloski uzorci i izolacija DNK

Od ucesnika studije, pacijenata sa dijagnostikovanim oralnim lihen planusom kao
i kontrolne grupe, koriS¢ena je periferna krv, koja je nakon uzimanja Cuvana na
temperaturi od -20°C, uz prisustvo antikoagulansa heparina, do po&etka izolacije DNK.

Iz uzoraka periferne krvi, DNK je izolovana na aparatu AbiPrism 6 100 Nucleic
Acid PrepStation (Applied Biosystems, SAD) uz koriS¢enje BloodPrep kita (Applied
Biosystems, SAD), prema prate¢em protokolu. Nakon pripreme uzoraka i inkubacije sa
digestionim puferom i proteinazom K na 65°C u trajanju od 10 min, uzorci se nanose na
odgovarajucu plocu za izolaciju. Aparat za izolaciju DNK radi po principu vakuma koji
povlaci sadrzaj bunari¢a na plo¢i i odbacuje ga, pri cemu DNK zaostaje i vezuje se za
specijalno dizajniranu membranu od staklenih vlakana, koja se nalazi u osnovi bunarica.
Nakon dodavanja rastvora koji sadrzi etanol i precipitiranja izolovane DNK na
membrani, vr$i se eluiranje odgovarajuc¢im puferima, nakon cega se konacno dobija
izolovana DNK u visokom prinosu.

Izolovana DNK je nakon provere kvaliteta i Cistoce i odredivanja koncentracije

¢uvana na temperaturi od -20°C, do pocetka daljeg rada.
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3.4. Provera kvaliteta i koncentracije izolovane DNK

Kvalitet izolovane genomske DNK je proveravan na 1% agarozi bojenoj etidijum-
bromidom ¢ija je finalna koncentracija u rastvoru bila Spg/ml. Elektroforeza se odvijala
u 0.5 TBE puferu pri struji od 40 mA i naponu od 80 V u trajanju od 20 min. Intaktnost
i kvalitet genomske DNK je analizirana pod UV svetlo$¢u transiluminatora (Pharmacia
LKB, Svedska) (Slika 19).

Slika 19. Provera kvaliteta genomske DNK na 1% agaroznom gelu.

Koncentracija DNK u uzorku, kao i Cisto¢a izolata je odredena koris¢enjem
Gene Quant spektrofotometra (Pharmacia LKB, Svedska) merenjem apsorbance na

talasnoj duzini od 260 nm. Koncentracija DNK je ra¢unata primenom formule:

A260x Rx FFxOP
1000

clug/ ul]=

gde je:

A260 - apsorbanca uzorka na 260 nm
R-razblazenje (100 puta)

F- faktor konverzije za dvolancanu DNK (F=50)

OP- opticki put svetlosti (debljina zid kivete, u naSem slucaju 1 cm)
Cistoc¢a izolovane DNK je procenjena odnosom apsorbanci (R) merenih na 260

nm i 280 nm. U svim uzorcima, odnos apsorbanci je bio R> 1.6, §to ukazuje na relativno

visok stepen cistoce izolovane DNK koja nije kontaminirana proteinima.
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3.5. Lancana reakcija polimerizacije

Lancanom reakcijom polimerizacije (Engl. Polymerase Chain Reaction- PCR) je
amplifikovan ciljni regioni CD14 gena, koji sadrze polimorfizam nukleotidne sekvence

od interesa. Sekvence prajmera su predstavljene Tabelom 1.

Tabela 1. Sekvenca koriS¢enih prajmera za amplifikaciju ciljnog regionaCD14 gena

koji sadrzi SNP od interesa

Polimorfizam
Gen Sekvence forward i reverse prajmera
oy C/T F: 5-TGC CAG GAG ACA CAG AAC CC-3'
(rs2569190) R: 5-TGT CAT TCA GTT CCC TCC TC-3'

U PCR reakciju je dodavano 200ng izolovane genomske DNK. Koris¢en je 2x
AmpliTagGold Master Mix (Applied Biosystems, SAD). Temperaturni profil PCR
reakcije za CD14 gen je predstavljen Tabelom 2 .

Tabela 2. Temperaturni PCR profil za umnozavanje rs2569190 polimorfizma CD14

gena
Temperatura - Broj
() Trajanje | o iusa
Denaturacija :
DNK 96 3 min 1

96 40 sec

Elongacija 56 40 sec 38
72 50 sec

Finalna 72 10min | 1
elongacija
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Uspesnost amplifikacije ciljnog regiona je proveravana na 2% agarozi visoke
rezolucije (Serva, Nemacka), bojenoj etidijum-bromidom.

Elektroforeza se odvijala u 0.5 TBE puferu, pri struji od 40 mA i naponu od 80
V u trajanju od 15 minuta. Gel je analiziran pod UV svetlos¢u transiluminatora

(Pharmacia LKB, Svedska).

3.6. Analiza polimorfizma duzine restrikcionih fragmenata

Konvencionalna PCR reakcija je pracena analizom polimorfizama duZine
restrikcionih fragmenata (Engl. Restriction Fragment Length Polymorphism-RFLP).
Nakon amplifikacije gena, u cilju utvrdivanja genotipa analiziranih polimorfizama
nukleotidne sekvence, dobijeni amplifikati su tretirani odgovaraju¢im restrikcionim
enzimom BsmRI (Fermentas, Nemacka) prema priloZzenom uputstvu proizvodaca.

Polimorfizam u CD14 genu (rs2569190) je genotipiziran RFLP metodom. Nakon
inkubacije na optimalnoj temperaturi, specificnoj za primenjeni restrikcioni enzim
BsmRI (37°C), restrikcioni fragmenti su analizirani na 10% poliakrilamidnom gelu.
Elektoroforeza se odvijala u 0.5 TBE puferu pri struji 10-20 mA i naponu 150-°0 V, u
trajanju od 90 min. Po isteku elektroforeze, poliakrilamidni gel je bojen srebro nitratom.

Ukratko: nakon zavrSene elektroforeze gel se najpre fiksira 10% etanolom nakon
¢ega se vrsi obezbojavanje 1% azotnom kiselinom. Nakon ispiranja u destilovanoj vodi,
za bojenje gela se koristi 0.2% rastor srebro nitrata, a kao razvija¢ boje 0.1M Na,CO; sa
0.02% formaldehidom. Nakon bojenja u trajanju od 20 min na tamnom, vrsi se ispiranje
destilovanom vodom. Konacno, gel se fiksira 10% siréetnom kiselinom.

Na osnovu duZine restrikcionih fragmenata je odredivan genotip analiziranog
polimorfizma. Za odredivanje veliCine restrikovanih fragmenata su kori$¢eni molekulski
markeri (BioRAD, SAD).

Detalji o analiziranom polimorfizmu u CD14 genu, kao i veliina restrikcionih

fragmenata je predstavljena tabelom 3.
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Tabela 3. Detalji o polimorfizmu u CD14 genu genotipiziranom RFLP metodom

Polimorfizam
Gen  Lokacija (Ref SNP) Enzim Alel/veli¢ina
BsmRI
T/C wt:120 bp + 46 bp
CD14  Promotor .\ »569190) het: 166 bp + 120 bp + 46 bp

mut: 166 bp

wt: divlji homozigot; het: heterozigot; mut: mutirani homozigot

3.7. Real-Time PCR alelska diskriminacija

Polimorfizmi u TLR genima: TLR2 (rs3804099), TLR3 (rs5743312 1 rs3775291) i
TLR4 (rs4986791 i rs4986790) su genotipizirani alelskom diskriminacijom na Real-
Time PCR 7300 (Applied Biosystems, SAD). Kori$¢eni su komercijalno dostupni eseji:
TagMan SNPs Genotyping Assay (Applied Biosystems, SAD) u koncentraciji 40x i 2x
Universal TagMan MasterMix (Applied Biosystems, SAD).

Svaki TaqMan esej pored odgovaraju¢ih prajmera sadrzi i dve probe,
komplementarne sa ciljnom sekvencom genomske DNK koja sadrzi SNP od interesa,
pri ¢emu se dve probe medusobno razlikuju za samo jedan nukleotid koji je
komplementaran wild type, odnosno mutiranom alelu. TagMan probe su na 5 kraju
obelezene fluorescentnim bojama VIC i FAM, koje ne fluoresciraju u intaktnom stanju
zahvaljujuéi energetskom prihvatanju fluorescence od strane ,prigusivaca“ (Engl.
quencher) koji se nalazi na 3 kraju probe (Slika 20).

Nakon hibridizacije prajmera i komplementarnog sparivanja probe sa ciljnom
sekvencom, Taq polimeraza vrsi ekstenziju i istovremeno iseca komplementrno sparenu
TagMan probu, ¢ime se fluorescentna boja kojom je proba bila obelezena oslobada u

rastvor.
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Obzirom da se nakon isecanja proba viSe ne nalazi u intaktnom stanju i pod
uticajem prigusivaca na 3 kraju, pocinje da fluorescira u rastvoru. Intenzitet
fluoresciranja odgovara koli¢ini amplifikata u reakciji.

Dakle, tokom odvijanja PCR-a u realnom vremenu meri se promena intenziteta
fluorescence boja kojima su probe obelezene. Prisustvo divljeg ili mutiranog
homozigota rezultira detektovanjem samo jedne fluorescentne boje u uzorku, dok se u
slucaju heterozigota registruju obe fluorescentne boje. Alel specificne fluorescentne
krive su detektovane i analizirane koriS¢enjem 7 500 System SDS softvera (Applied

Biosystems, SAD).

a) TagMan® probe e
) [G] reverse primer
[eward nimer Vi e
\ polimeraza \ /
& DNK [c/T] :
b) o
_V,\G-
# [G]
e - r y
T 00 TOOOLD LE’JJ‘J’J’J‘J'_F_

[c]

Slika 20. TagMan SNP probe. (V,F- fluorescentni reporterski molekuli VIC i FAM; Q-

quencher, prigusivac; Preuzeto i modifikovano: http://www.dnavision.com/tagman-

genotyping-assays.php)

Detalji o polimorfizmima analiziranim Real-Time PCR alelskom diskriminacijom

su predstavljeni u Tabeli 4.
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Tabela 4. Detalji o polimorfizmima u TLR genima genotipiziranih Real Time PCR

metodom

o T Polimorfizam T E T A
en okacija (Ref SNP) aqMan Assay

C/T

TLR2 Egzon 3 (rs3804099) C 22274563 10
C/T

TLR3 Intron 3 (rs5743312) C 447407 _10
G/A

TLR3 Egzon 4 (rs3775291) C 1731425 10

TLR4 Egzon 3 CT C 11722237 20

& (rs4986791) - —~

A/G

TLR4 Egzon 3 (rs4986790) C_ 11722238 20

ID TagMan Assay-identifikacioni broj eseja
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3.8. Analiza haplotipova

Vrednosti gametske neravnoteze vezanosti (Engl. Linkage Disequilibrium-LD) su
racunate i graficki predstavljene za sve analizirane parove polimorfizama u ispitivanim
TLR genima pomoc¢u programa Haploview 4.2. (Barrett i sar., 2005). Opcija ,,Solid
spine block definition* je koriS¢ena za identifikaciju haplotipskog bloka. Ucestalosti
identifikovanih haplotipova u analiziranoj grupi- populaciji nesrodnika, su odredene
programom Haploview, primenom matematickog FExpectation Maximisation (EM)
algoritma.

Asocijacije haplotipova sa klinicko patoloskim odlikama pacijenata je radena
pomocu programa Thesias 3.1. (Tregouet & Garelle, 2007) U osnovi se koristi
matematicki Stohastic Expectation Maximisation (SEM) algoritam (Tregouet & Garelle,

2007).

3.9. Statisticka analiza

Dobijeni rezultati su obradeni statistickim programom SPSS (verzija 20.00, IBM
SPSS Inc., SAD). Tablice kontingencije su analizirane primenom chi-kvadrat (5°) ili
Fisher testa u slucaju kada je ocCekivana ucestalost bila manja od 5%. Primenom
logisticke regresije je racunat Odds Ratio (OR) sa intervalom poverenja (Engl.
Confidence Interval- CI) od 95%.

Sve prikazane p vrednosti su bile ,,fwo-sided* 1 asocijacije su smatrane statisti¢ki

znacajnim ukoliko je p vrednost bila manja od 0.05.
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Rezultati

Rezultati su podeljeni u dve celine koji se odnose na rezultate klinickog i
genetickog istrazivanja. Celine su podeljene u nekoliko delova. U prvom delu su
predstavljene opste karakteristike ispitivanih pacijenata sa dijagnostikovanim oralnim
lihen planusom, kao i povezanosti odlika pacijenata sa etioloskim faktorima. Drugi deo
se odnosi na povezanosti odlika ispitanika sa oralnim lihen planusom sa klinickim
formama OLP-a. U treCem delu su prikazani rezultati genetickih ispitivanja, preciznije
distribucija alela i genotipova proucavanih polimorfizama u TLR2, TLR3, TLR4 i
CD14 genima u grupi pacijenata i kontrolnoj grupi, dok je u ¢etvrtom delu predstavljena
povezanost ispitivanih polimorfizama sa etioloskim i klinickim odlikama grupe
pacijenata. U petom delu je prikazana asocijacija genotipova proucavanih
polimorfizama sa rizikom za razvoj oralnog lihen planusa, a u Sestom rezultati analize

haplotipova.

4.1. Rezultati klinickog istrazivanja

4.1.1. Opste karakteristike ispitanika studijske grupe

Studijom je bio obuhvacen 101 pacijent sa dijagnostikovanim oralnim lihen
planusom, dok je kontrolnu grupu c¢inilo 104 zdrave osobe, odgovarajuée polne i
starosne distribucije. Od ukupnog broja pacijenata sa OLP-om, 74 (73.27%) su bile
osobe Zzenskog pola, dok je 27 ispitanika (26.73%) bilo muSkog pola (Slika 21).
Kontrolnu grupu je ¢inilo 76 (86%) Zena i 28 (14%) muskaraca (Slika 21).
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HZene

# muskarci

OLP kontrole

Slika 21. Polna struktura studijske grupe.

Podaci o srednjoj vrednosti, medijani i rangu (minimum-maksimum) godina
studijske grupe su predstavljeni tabelom 5. Medijana starosti osoba u grupi ispitanika sa
OLP-om je iznosila 59 godina, za razliku od kontrolne grupe gde je medijana bila nesto

niza i iznosila 51 godinu (Tabela 5).

Tabela 5. Struktura prosecne starosti studijske grupe

Broj Srednja

Medijana| Min Max
ispitanika |vrednost !

OLP grupa 101 58.67 59 28 84

Kontrolna grupa 104 51.9 51 35 68

U grupi pacijenata sa oralnim lihen planusom, najmladi pacijent je imao 28, a
najstariji 84 godine (Slika 22).

Prosecna starost Zena je bila 58.41 godina (najstarija osoba Zenskog pola je imala
84, a najmlada 28 godina), dok je kod muSkaraca prosecna starost iznosila 59.37 godina

(najstariji muskarac sa OLP-om je imao 73, a najmladi 42 godine) (Slika 22).
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58.41 59.37

najmladi najstariji Zene muskarci
bolesnik bolesnik

Slika 22. Starosna struktura grupe pacijenata sa oralnim lihen planusom.

Najveci broj pacijenata je bio izmedu 55-65 godina starosti. Moze se uociti da sa
povecanjem starosti broj obolelih raste.

Na osnovu analize anamnestickih podataka konstatovali smo da je bolest trajala
najmanje tri meseca, a najvise 21 godinu. Kod najveceg broja bolesnika bolest je trajala

od 3-7 godina (Slika 23).
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najmanje najvise najcesce
trajanje bolesti (meseci)

Slika 23. Duzina trajanja bolesti u OLP grupi.

Analizom anamnestickih podataka o navikama pacijenata sa OLP-om,
konstatovano je da je od ukupnog broja pacijenata ukljuéenih u studiju, 37% bilo

pusaca, dok je 63% bilo nepusaca (Slika 24).

& pusaci
® nepusaci

Slika 24. Procentualna zastupljenost pusaca i nepusaca u grupi ispitanika sa OLP-om.
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Rezultati

Kada je re¢ o konzumaciji alkohola, 22 pacijenta sa oralnim lihen planusom
(21.78%) je konzumiralo alkohol svakodnevno, dok se 79 pacijenata (78.22%) izjasnilo
da ne konzumira alkohol (Slika 25).

@ konzumira alkohol

Ene konzumiraju alkohol

Slika 25. Procentualna zastupljenost osoba koje (ne)konzumiraju alkohol u grupi

ispitanika sa OLP-om.

Prilikom klinickog pregleda pacijenata vrSena je procena oralne higijene plak
indeksom 1 indeksom zubnog kamenca. Od ukupnog broja ispitanika sa
dijagnostikovanim oralnim lihen planusom, 37 pacijenata (37%) je imalo dobru oralnu
higijenu, dok je veci procenat ispitanika, 64 (63%) imalo loSu oralnu higijenu (Slika

26).
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@ losa oralna higijena

i dobra oralna higijena

N %

Slika 26. Zastupljenost pacijenata OLP grupe sa dobrom versus loSom oralnom

higijenom.

Prilikom pregleda pacijenata je uziman i bris oralne sluzokoZe za potrebe
mikrobioloskih analiza. Rezultati mikrobioloskih nalaza su pokazali da je od ukupnog
broja pacijenata sa OLP-om, normalna saprofitna flora izolovana u 55% slucajeva, dok

je kod 45% ispitanika izolovana Candida albicans (Slika 27).

89



Rezultati

# Normalan mikrobioloski nalaz

W Candida albicans

N %

Slika 27. Zastupljenost Candida albicans kod pacijenata sa OLP-om.

Kako grupu ispitanika sa dijagnostikovanim oralnim lihen planusom uglavnom
¢ine osobe starije zivotne dobi, prikupljeni su podaci o protetskim nadoknadama koje
pacijenti nose i broju osoba koji su imali viSe razli¢itih tipova metala u ustima. Od
ukupnog broja pacijenata, 70% je imalo neke protetske nadoknade, od ¢ega je 57.43%

imalo vise razlicitih metala u ustima (Slika 28, Slika 29).
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N %

Slika 28. Prisustvo razli¢itih metala u ustima kod pacijenata sa OLP-om.

 pacijenti bez protetskih
nadoknada

H pacijenti sa protetskim
nadoknadama

Slika 29. Procentualna zastupljenost OLP pacijenata sa i bez protetskih nadoknada.
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4.1.2. Zastupljenost klini¢kih formi oralnog lihen planusa

Prilikom klinickog pregleda vrSena je evaluacija klinickih formi OLP (Tabela 6).
Kod najveceg broja bolesnika (55) je dijagnostikovana erozivna forma oralnog lihen
planusa, zatim retikularna kod 36 i1 bulozna kod desetoro pacijenata. U tabeli 6. je
dodatno predstavljena srednja vrednost, medijana, kao i rang (minimum-maksimum)

godina pacijenata u zavisnosti od klinicke forme OLP-a.

Tabela 6. Zastupljenost razlic¢itih klinickih formi oralnog lihen planusa.

. ].31'0]‘ Srednja Medijana | Min Max
ispitanika | vrednost
Bulozna forma 10 68 68 49 79
Erozivna forma 55 59.78 58 30 84
LG TIETAE] 36 54.39 53 28 78
forma

Utvrdeno je postojanje statistiCcki znacajne razlike izmedu godina starosti i
razlicitih klinickih formi OLP-a (p=0.008, Kruskal-Wallis test).

Distribucija klinickih formi OLP-a po polovima je skoro identi¢na, §to je
prikazano Slikom 30. Najzastupljenija je erozivna forma u oba pola (51-56%), dok je
bulozna dosta reda (8-15%) (Slika 30).
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i erozivna
Hretikularna
# bulozna

muskarci zene

Slika 30. Procentualna zastupljenost razlicitih klini¢kih formi OLP-a medu

pripadnicima muskog i zenskog pola.

Nije uoCeno postojanje statisticki znacajne razlike u zastupljenosti razliitih
klini¢kih formi OLP-a u zavisnosti od pola pacijenata (p=0.635, Fisher Exact test).

Kada je re¢ o distribuciji razlic¢itih klinickih formi OLP-a u zavisnosti od
konzumacije alkohola ispitanika, uocava se da se erozivne forme OLP-a, erozivna i
bulozna, javljaju dva i po puta ces¢e kod pacijenata koji konzumiraju alkohol
svakodnevno u poredenju sa osobama koje ne piju i data razlika je statisticki znacajna

(p=0.035, y” test) (Slika 31).
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M erozivna

# retikularna

ne konzumiraju alkohol konzumiraju alkohol

Slika 31. Procentualna zastupljenost razlicitih klinickih formi OLP-a medu

ispitanicima koji konzumiraju i ne konzumiraju alkohol.

Javljanje bola kod pacijenata sa erozivnom formom oralnog lihen planusa
najcesce onemogucava odrzavanje dobre oralne higijene. Od ukupnog broja pacijenata,
samo njih 37-oro je imalo dobru oralnu higijenu. Rezultati statisticke analize su
pokazali da se kod pacijenata sa loSom oralnom higijenom erozivne forme oralnog lihen
planusa dva puta ¢eS¢e javljaju u poredenju sa pacijentima koji imaju dobru oralnu

higijenu (p=0.012, y” test) (Slika 32).
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Herozivna

#retikularna

losa oralna higijena dobra oralna higijena

Slika 32. Zastupljenost klinickih formi OLP-a u odnosu na oralnu higijenu.

Kod 45 pacijenata je detektovano prisustvo Candida albicans. Od tog broja
pacijenata, 33% je imalo retikularnu formu, a 67% erozivnu formu oralnog lihen
planusa (Slika 33). Uredan mikrobioloski nalaz je imalo 56 pacijenata sa OLP-om, od
Cega je retikularna forma bila dijagnostikovana kod 38% pacijenata, a erozivna forma
kod 62% pacijenata. Nije utvrdeno postojanje statistiCke znacajnosti u distribuciji
razli¢itih klinickih formi OLP-a u zavisnosti od mikrobioloSskog nalaza, odnosno

prisustva Candida albicans (p=0.663, " test).
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Herozivna

@ retikularna

normalni mikrobioloski nalaz Candida albicans

Slika 33. Zastupljenost klinickih formi OLP-a u odnosu na mikrobioloski nalaz.

Grupu pacijenata sa oralnim lihen planusom uglavnom ¢ine osobe koje su
pripadnici starijeg dela populacije u prilog cemu govori i ¢injenica da je veliki procenta,
70% pacijenata imalo neke od protetskih nadoknada. Od tog broja pacijenata, kod 28%
je dijagnostikovana retikularna, a kod 72% erozivna forma OLP-a. U podgrupi
pacijenata koji nisu imali protetske nadoknade, 53% je imalo retikularnu formu, a 47%

erozivnu formu OLP-a (Slika 34)
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Herozivna

#retikularna

pacijenti bez protetskih pacijenti sa protetskim
nadoknada nadoknadama

Slika 34. Zastupljenost klinickih formi OLP-a u zavisnosti od prisustva/odsustva

protetskih nadoknada kod pacijenata.

Moze se uociti da se erozivna forma OLP-a javlja oko 1.5 put CeS¢e u grupi
pacijenata sa protetskim nadoknadama u poredenju sa pacijentima bez protetskih
nadoknada. Utvrdeno je postojanje statisticki znacajne razlike u distribuciji klinickih

formi OLP-a izmedu grupe pacijenata sa i bez protetskih nadoknada (p=0.015, y” test).
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4.2. Rezultati genetickog istrazivanja

4.2.1. Distribucija genotipova i alela ispitivanih polimorfizama u

TLR2, TLR3, TLR4 i CD14 genima

Ucestalosti genotipova i alela analiziranih polimorfizama u TLR2, TLR3, TLR4 i
CD14 genima u grupi pacijenata sa dijagnostikovanim oranim lihen planusom i u

kontrolnoj grupi su predstavljeni tabelarno i/ili slikama.

Tabela 7. Zastupljenost genotipova proucavanih polimorfizama u grupi pacijenata sa

oralnim lihen planusom i u kontrolnoj grupi.

OLP Kontrole
Gen/SNP  Genotip N N p*
TLR2 cC 7 0
rs3804099  CT 53 67 0.01
T 41 37
TLR3 cC 70 78
rs5743312  CL 22 24 0.085
TT 9 2
TLR3 a6 31 43
3775201  OA 41 53 0.328
AA 9 8
TLR4 cC 92 90
rs4986791 T 9 13 0.426
TT 0 1
TLR4 AA o1 93
rs4986790 0 10 11 0.873
GG 0 0
CD14 cC 33 37
rs2569190 1 46 40 0.573
T 22 27

N-ukupan broj pacijenata/kontrola
p*<0.05 su predstavljene zatamnjeno
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Rezultati

Na osnovu dobijenih rezultata proucavanih polimorfizama uoceno je postojanje
statisticki znaCajne razlike u distribuciji genotipova polimorfizma rs3804099 u TLR2
genu (p=0.012, x2 test) (Slika 35, Tabela 7).

Interesantno je zapaziti da je u kontrolnoj grupi zabeleZzeno odsustvo wild type
CC genotipa, koji se u grupi pacijenata javljao sa u€estaloséu od 7%.

Kao najucestaliji genotip se javljao heterozigot CT u obe grupe sa ucestalo$¢u
od 64% u kontrolnoj, odnosno 52% u grupi pacijenata sa oralnim lihen planusom (Slika
35, Tabela 7).

100
TLR2 rs3804099 p=0.012

80 -
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E 60 - mCC
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8 40 =TT
X

20

0 -

OLP Kontrole

Slika 35. Zastupljenost genotipova polimorfizma rs3804099 TLR2 gena u grupi

pacijenata sa oralnim lihen planusom i kontrolnoj grupi.

Izvesni trend ka postojanju razlike u distribuciji genotipova TLR3 rs5743312
polimorfizma je zabelezen, iako ta vrednost nije dostigla statistiCku znacajnost
(p=0.085, »* test) (Tabela 7).

Wild type CC genotip se javljao sa najvisSom ucestaloS¢éu u grupi pacijenata, ali i
kontrolnoj grupi (69%, 75%, redom), potom heterozigotni CT genotip i kona¢no

mutirani genotip sa najniZom ucestalo$¢u u obe grupe (Slika 36, Tabela 7).
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Slika 36. Zastupljenost genotipova polimorfizma rs5743312 TLR3 gena u grupi

pacijenata sa oralnim lihen planusom i kontrolnoj grupi.

Kada je re¢ o drugom prouc¢avanom polimorfizmu rs3775291 u TLR3 genu, nije
uoceno postojanje razlike u distribuciji genotipova izmedu kontrolne i grupe pacijenata

sa dijagnostikovanim oralnim lihen planusom (p=0.328, % test) (Tabela 7).
Najucestaliji u grupi pacijenata je bio wild type GG genotip (50%), dok je u

kontrolnoj grupi zabelezena najvisa ucestalost heterozigotnoh GA genotipa (51%)
(Slika 37).
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Slika 37. Zastupljenost genotipova polimorfizma rs3775291 TLR3 gena u grupi

pacijenata sa oralnim lihen planusom i kontrolnoj grupi.

Odsustvo mutiranog TT genotipa TLR4 154986791 polimorfizma je uoceno u

grupi pacijenata, dok je isti genotip u kontrolnoj grupi bio zabeleZzen samo kod 1%

ispitanika (Slika 38, Tabela 7).

Dodatno, u slucaju polimorfizma rs4986790 u TLR4 genu, nije zabelezeno

prisustvo mutiranog GG genotipa u grupi pacijenata niti kontrolnoj grupi (Slika 39,
Tabela 7).
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Slika 38. Zastupljenost genotipova polimorfizma rs4986791 TLR4 gena u grupi

pacijenata sa oralnim lihen planusom i kontrolnoj grupi.
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Slika 39. Zastupljenost genotipova polimorfizma rs4986790 TLR4 gena u grupi

pacijenata sa oralnim lihen planusom i kontrolnoj grupi
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Rezultati

Za analizirani SNP 152569190 u CD14 genu, nije uofeno postojanje znacajne
razlike u ucestalostima genotipova izmedu kontrolne grupe i grupe pacijenata sa
dijagnostikovanim oralnim lihen planusom (p=0.573, y* test) (Tabela 7, Slika 40).
Interesantno je zapaziti da je heterozigotni genotip CT imao najvisu ucestalost u OLP i

kontrolnoj grupi (46%, 38%, redom) (Slika 40).
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Slika 40. Zastupljenost genotipova polimorfizma rs2569190 CD14 gena u grupi

pacijenata sa oralnim lihen planusom i kontrolnoj grupi.

Ucestalosti alela analiziranih polimorfizama u TLR2, TLR3, TLR4 i CD14 genu
su predstavljeni tabelom 8. Postojanje statisticke razlike u distribuciji alela je
zabeleZeno samo u slu¢aju polimorfizma rs4986791 TLR4 gena (p<0.0001, y* test)
(Tabela 8). Statisticki trend za postojanje razlike u distribuciji alela izmedu grupa je
uocen za SNP rs5743312 TLR3 gena, iako ta vrednost nije dostiglaa nivo statisticke
znaGajnosti (p=0.084, 3 test) (Tabela 8). Za preostale proutavane polimorfizme u
studiji nije zabelezeno postojanje razlike u distribuciji alela izmedu grupe pacijenata sa

oralnim lihen planusom i kontrolne grupe (Tabela 8).
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Tabela 8. Zastupljenost alela proucavanih polimorfizama u grupi pacijenata sa oralnim

lihen planusom i u kontrolnoj grupi.

OLP Kontrole
Gen/SNP  Alel N N p
TLR2 C 67 67
0.836
rs3804099 T 135 141
TLR3 C 162 180
0.084
rs5743312 T 40 28
TLR3 G 143 139
0.386
rs3775291 A 59 69
TLR4 C 193 193
<0.0001
rs4986791 T 9 15
TLR4 A 192 197
0.877
rs4986790 G 10 11
Cpi4 C 112 114
0.897
rs2569190 T 90 94

N-ukupan broj pacijenata/kontrola
p*<0.05 su predstavljene zatamnjeno
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4.2.2. EtioloSke i klinicko-patoloske odlike ispitivane grupe pacijenata

Asocijacija proucavanih polimorfizama u TLR2, TLR3, TLR4 i CD14 genima sa
etioloskim faktorima kao i sa klini¢ko-patoloskim karakteristikama ispitivane grupe
pacijenta sa dijagnostikovanim oralnim lihen planusom predstavljena je u tabeli 9. Ni
jedan od polimorfizama nije bio znacajno povezan sa proucavanim odlikama grupe
ispitanika: polom, godinama, puSackim navikama, konzumiranjem alkohola, prisustvom
Candida albicans, postojanjem protetskih nadoknada, oralne higijene, kao i klinicke

forme oralnog lihen planusa (Tabela 9).

Tabela 9. Asocijacija polimorfizama TLR2, TLR3, TLR4 i CD14 gena sa etioloskim i

klini¢ko- patoloskim odlikama pacijenata.
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Varijable N TLR2 TLR3 TLR3 TLR4 TLR4 CD14
rs3804099 1rs5743312 rs3775291 rs4986791 1rs4986790 1rs2569190
Wild type/heterozigot/mutirani genotip
Pol
muski 27 0/15/12 21/4/2 10/13/4 25/2/0 25/2/0 8/19/0
zenski 74 7/38/29 49/18/7 41/28/5 67/7/0 66/8/0 25/49/0
p NSz NSz NSz NSZ NSz NSz
Godine
<59 55 3/33/19 37/14/4 30/20/5 51/4/0 51/4/0 21/34/0
>59 46 4/20/22 33/8/5 21/21/4 41/5/0 40/6/0 12/34/0
p NSZ NSz NSz NSZ NSz NSz
Pusenje
nikada/bivsi 64 5/34/25 43/15/6 33/28/3 57/7/0 56/8/0 24/40/0
sadasnji 37 2/19/16 27/7/3 18/13/6 35/2/0 35/2/0 9/28/0
p NSZ NSz NSz NSz NSZ NSz
Alkohol
nikada/bivsi 79 5/43/31 S57/17/5 39/33/7 71/8/0 70/9/0 26/53/0
sadasnji 22 2/10/10 13/5/4 12/8/2 21/1/0 21/1/0 7/15/0
p NSz NSZ NSz NSZ NSz NSz
Oralna
higijena
dobra 37 4/22/11 23/11/3 20/13/4 35/2/0 33/4/0 12/25/0
losa 64 3/31/30 47/11/6 31/28/5 57/7/0 58/6/0 21/43/0
p NSZ NSz NSz NSZ NSz NSz
Candida
albicans
negativno 56 2/35/19 37/12/7 27/24/5 52/4/0 52/4/0 20/36/0
pozitivno 45 5/18/22 33/10/2 24/17/4 40/5/0 39/6/0 13/32/0



Rezultati

p NSz NSz NSz NSz NSz NSz
Amalgami i
teski metali
ne 43 2/21/20 29/11/3 22/17/4 39/4/0 38/5/0 17/26/0
da 58 5/32/21 41/11/6 29/24/5 53/5/0 53/5/0 16/42/0
p NSz NSZ NSZ NSz NSZ NSZ
Protetske
nadoknade
ne 30 3/19/8 21/6/3 14/11/5 27/3/0 27/3/0 9/21/0
da 71 4/34/33 49/16/6 37/30/4 65/6/0 64/7/0 24/47/0
P NSz NSz NSz NSz NSz NSz
Klini¢ka forma
retikularna 36 3/22/11 25/6/5 19/13/4 31/5/0 30/6/0 14/22/0
erozivna 55 4/29/22 37/15/3 28/23/4 52/3/0 52/3/0 16/39/0
bulozna 10 0/2/8 8/1/1 4/5/1 9/1/0 9/1/0 3/7/0
p NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ NSZ

N-ukupna broj pacijenata/kontrola
NSZ-nije statisticki znac¢ajno

4.2.3. Asocijacija genotipova proucavanih polimorfizama sa rizikom

za razvoj oralnog lihen planusa

LogistiCkom regresionom analizom je ispitivano postojanje asocijacije genotipova
proucavanih polimorfizama u TLR2, TLR3, TLR4 i CD14 genima sa rizikom za razvoj
oralnog lihen planusa. Wild type genotip je za sve proucavane polimorfizme koris¢en
kao referentna vrednost u odnosu na koju je procenjivan rizik za razvoj OLP-a u slucaju
heterozigotnog i mutiranog genotipa.

Testirani su i razli¢iti modeli nasledivanja polimorfizama i to: dominantni,
recesivni i log-aditivni. Rezultati crude Odds Ratio analize su prikazani Tabelom 10.

Statisticki znacajno smanjenje rizika za razvoj OLP-a je uoceno u slucaju
heterozigotnog i mutiranog genotipa TLR2 rs3804099 polimorfizma u odnosu na wild
type genotip (OR=0.08, p=0.008; OR=0.1, p=0.029, redom) (Tabela 10). Dominantni
model nasledivanja je bio statisticki znacajno povezan sa sniZenim rizikom za razvoj
OLP-a (OR=0.09, p=0.012) (Tabela 10).

Bitno je napomenuti da dominantni model podrazumeva testiranje zdruZenog

efekta heterozigotnog i mutiranog genotipa nasuprot wild type genotipu.
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Mutirani genotip je bio znacajno povezan sa povisenim rizikom za razvoj oralnog

lihen planusa u odnosu na wild type genotip u slucaju rs5743312 polimorfizma TLR3

gena (OR=5.000, p=0.044) (Tabela 10).

Ocekivano, recesivni model kojim se testira efekat mutiranog genotipa spram

zdruzeno heterozigotnog i wild type genotipa je bio znacajno povezan sa poviSenim

rizikom za razvoj OLP-a (OR=4.9, p=0.043) (Tabela 10).

Rezultati crude Odds Ratio analize su pokazali da preostali analizirani

polimorfizmi u studiji nisu bili asocirani sa rizikom za razvoj OLP-a (Tabela 10).

Tabela 10. Asocijacija polimorfizama TLR2, TLR3, TLR4 i CD14 gena sa rizikom za

razvoj oralnog lihen planusa-crude Odds Ratio.

OLP Kontrole
Gen/SNP Genotip N % N % Crude OR (95% CI) p*
CcC 7 7 0 0 1.0 Referentna
TLR2 CT 53 52 67 64 0.08 (0-0.5) 0.008
rs3804099 TT 41 41 37 36 0.1 (0-0.8) 0.029
Dominantno® 94 93 104 100 0.09 (0-0.6) 0.012
Recesivno® 60 59 67 64 1.2 (0.7-2.1) 0.460
Log-aditivno / / / / 1.0 (0.6-1.7) 0.800
CC 70 69 78 75 1.0 Referentna
TLR3 CT 22 22 24 23 1.0 (0.5-1.9) 0.950
rs5743312 TT 9 9 2 2 5.0 (1.0-24.0) 0.044
Dominantno® 31 31 26 25 1.3 (0.7-2.4) 0.364
Recesivno® 92 91 102 98 4.9 (1.0-23.6) 0.043
Log-aditivno  / / / / 1.4 (0.9-2.4) 0.110
GG 51 50 43 41 1.0 Referentna
TLR3 GA 41 41 53 51 0.6 (0.3-1.1) 0.145
rs3775291 AA 9 9 8 8 0.9 (0.3-2.6) 0.920
Dominantno® 50 50 61 59 0.6 (0.3-1.2) 0.198
Recesivno® 92 91 9% 92 1.1 (0.4-3.1) 0.752
Log-aditivno / / / / 0.8 (0.5-1.2) 0.370
CcC 92 91 90 87 1.0 Referentna
TLR4 CT 9 9 13 13 0.6 (0.2-1.6) 0.395
rs4986791 TT 0 0 1 1 0.9 (0-38.5) 0.994
Dominantno® 9 9 14 13 0.6 (0.2-1.5) 0.305
Recesivno” 101 100 103 99 1.0 (0-40.1) 1.000
Log-aditivno  / / / / 0.6 (0.2-1.1) 0.240
TLR4 AA 91 90 93 89 1.0 Referentna
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rs4986790 AG 10 10 11 11 0.9 (0.3-2.2) 0.873
ccC 33 33 37 36 1.0 Referentna

CD14 CT 46 46 40 38 1.2 (0.6-2.4) 0.431

rs2569190 TT 22 22 27 26 0.9 (0.4-1.9) 0.809

Dominantno® 68 67 67 64 1.1 (0.6-2.0) 0.661

Recesivno® 79 79 77 74 0.7 (0.4-1.5) 0.483

Lod-additive / / / / 0.9 (0.6-1.4) 0.900

N-ukupan broj pacijenata/kontrola; OR-Odds Ratio

95% CI-95% Interval poverenja

p"<0.05 su predstavljene zatamnjeno

# Heterozigotni i mutirani genotip zdruzeno versus wild type genotip

® Mutirani genotip versus heteroigotni i wild type genotipovi zdruzeno

Rezultati adjusted Odds Ratio analize, koja podrazumeva ukljucivanje podataka o
tzv. confounding faktorima, kao §to su:
I.  pol,
II.  godine,
III.  pusenjei
IV.  koris¢enje alkohola u logisticku regresionu analizu predstavljeni su

Tabelom 11.

Kada je re¢ o rs3804099 SNP-u u TLR2 genu, nakon uvodenja navedenih
confounding faktora u analizu, prethodno zapazena veza crude Odds Ratio analizom sa
sniZzenim rizikom za razvoj OLP-a u slu¢aju heterozigotnog i mutiranog genotipa je

izgubljena (OR=0.2, p=0.306; OR=0.6, p=0.731, redom) (Tabela 11).

U slucaju TLR3 rs5743312 polimorfizma, adjusted Odds Ratio analizom je
pokazano da nosioci mutiranog genotipa imaju 15.9 puta visi rizik za razvoj oralnog
lihen planusa u odnosu na nosioce wild type genotipa (OR=15.9, p=0.011) (Tabela 11).

Isti trend je zabelezen i u slucaju recesivnog tipa nasledivanja (OR=15.6,
p=0.008) (Tabela 11).

Ni jedan od preostalih proucavanih polimorfizama nije bio asociran sa rizikom

razvoja oralnog lihen planusa (Tabela 11).
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Tabela 11. Asocijacija polimorfizama TLR2, TLR3, TLR4 i CD14 gena sa rizikom za

razvoj oralnog lihen planusa-adjusted Odds Ratio.

OLP Kontrole
Gen/SNP Genotip N % N %  Adjusted OR* (95% CI) p
CC 7 7 0 0 1.0 Referentna
TLR2 CT 53 52 67 64 0.2 (0-3.6) 0.306
rs3804099 TT 41 41 37 36 0.6 (0-9.4) 0.731
Dominantno® 94 93 104 100 0.2 (0-4.2) 0.368
Recesivno” 60 59 67 64 2.1 (0.7-6.5) 0.160
Log-aditivno / / / / 0.6 (0.2-1.8) 0.450
CC 70 69 78 75 1.0 Referentna
TLR3 CT 22 22 24 23 0.9 (0.2-3.2) 0.905
rs5743312 TT 9 9 2 2 15.9 (1.9-134.2) 0.011
Dominantno® 31 31 26 25 1.6 (0.5-4.9) 0.332
Recesivno” 92 91 102 98 15.6 (2.0-120.7) 0.008
Log-aditivno  / / / / 2.2 (0.9-5.0) 0.064
GG 51 50 43 41 1.0 Referentna
TLR3 GA 41 41 53 51 0.8 (0.2-2.5) 0.770
rs3775291 AA 9 9 8 8 2.1(0.2-15.2) 0.453
Dominantno® 50 50 61 59 0.9 (0.3-2.7) 0.943
Recesivno” 92 91 9% 92 1.8 (0.3-10.7) 0.494
Log-aditivno / / / / 1.1 (0.4-2.5) 0.820
CC 92 91 90 &7 1.0 Referentna
TLR4 CT 9 9 13 13 0.3 (0.03-4.2) 0.442
rs4986791 TT 0 0 1 1 9.8 (0-384.5) 1.000
Dominantno® 9 9 14 13 0.3 (0.03-3.9) 0.414
Recesivno® 101 100 103 99 10.9 (0-425.6) 1.000
Log-aditivno  / / / / 0.3 (0.04-3.8) 0.360
TLR4 AA 91 90 93 89 1.0 Referentna
rs4986790 AG 10 10 11 11 0.2 (0.01-3.0) 0.266
CcC 33 33 37 36 1.0 Referentna
CD14 CT 46 46 40 38 2.1(0.6-7.3) 0.206
rs2569190 TT 22 22 27 26 0.6 (0.1-2.8) 0.540
Dominantno® 68 67 67 64 1.4 (0.4-4.3) 0.520
Recesivno” 79 79 77 74 0.4 (0.1-1.8) 0.276
Log-aditivno / / / / 0.9 (0.4-1.8) 0.840

N-ukupan broj pacijenata/kontrola; OR-Odds Ratio

95% CI-95% Interval poverenja

*Adjustment prema polu, godinama, pusenju i kori$¢enju alkohola
p?<0.05 su predstavljene zatamnjeno

* Heterozigotni i mutirani genotip zdruZzeno versus wild type genotip
® Mutirani genotip versus heterozigotni i wild type genotipovi zdruzeno
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4.2.4. Analiza haplotipova

Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da se analizirani polimorfizmi TLR2 i TLR3 gena
nalaze na dugom kraku hromozoma 4, moglo bi se pretpostaviti da se proucavani
polimorfizmi mogu nalaziti u gametskoj neravnotezi vezanosti (Engl. Linkage

Disequilibrium-LD).

Analiza haplotipova je uradena koriS¢enjem softverskog programa Haploview
(verzija 4.2). Koeficijent gametske neravnoteze vezanosti (LD) je racunat i predstavljen

parametrima D ir* (Slika 41).

D i r* vrednosti su prikazane u kvadrati¢ima i predstavljene u procentima za
celokupnu studijsku grupu, kao i pojedinacno za grupu pacijenata sa dijagnostikovanim

OLP-om i kontrolnu grupu (Slika 41, Slika 42, Slika 43).

Haplotipski blok je definisan koriS¢enjem opcije solid spine block definition. U
sva tri navedena slucaja (celokupnoj studijskoj grupi, grupi pacijenata i kontrolnoj grupi
(Slika 41, Slika 42, Slika 43) analizirani polimorfizmi u TLR3 genu su bili u gametskoj
neravnotezi vezanosti, dok je ispitivani polimorfizam TLR2 gena bio fizicki udaljen u

odnosu na identifikovani haplotipski blok.

Relativno niske vrednosti r* koeficijenta ukazuju da ni jedan od analiziranih

polimorfizama nije suvisan za studije asocijacije.
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a) b)
Slika 41. Graficki prikaz gamtske neravnoteze vezanosti (Linkage Disequilibrium-LD)
analiziranih polimorfizama u TLR2 i TLR3 genima za celokupnu studijsku grupu a) D’
vrednosti b) r* vrednosti.

.2 . .
D’ i r vrednosti su prezentovane u procentima.

Polja osencena crvenom bojom odgovaraju D vrednostima izmedu polimorfizama

nukleotidne sekvence.
Nijanse roze: LOD>2, D’>1;
Crveno: LOD>2, D’=1;
bela: LOD<2, D’<I. LOD- logarithm of odds.
Polja osencena sivim odgovaraju 1’ vrednostima izmedu SNP-ova: Belo: i = 0;
Nijanse sive: 0 < <1 K

Crno: =1
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rs3g040499
rsa743312
rs3775291
rs3g040499
rsa743312
rs3775291

Block 1 (0 ki Block 1 (0 kb

a) b)
Slika 42. Graficki prikaz gamtske neravnoteze vezanosti (Linkage Disequilibrium-LD)
analiziranih polimorfizama u TLR2 i TLR3 genima za grupu pacijenata sa

dijagnostikovanim oralnim lihen planusom a) D’ vrednosti b) r* vrednosti

y . 2 . .
D’i v vrednosti su prezentovane u procentima.

Polja osencena crvenom bojom odgovaraju D vrednostima izmedu polimorfizama

nukleotidne sekvence.
Nijanse roze: LOD>2, D’>1;
Crveno: LOD>2, D’=];
bela: LOD<2, D’<I. LOD- logarithm of odds.
Polja osencena sivim odgovaraju r’ vrednostima izmedu SNP-ova: Belo: 1° = 0;

.. . 2 2
Nijanse sive: 0 <r° < 1; Crno: r'=1
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rs3804059
rss743312
rs3775291
rs3804059
rss743312
rs3775291

Block 1 (0 ki) Block 1 (0 kh)

Slika 43. Graficki prikaz gamtske neravnoteze vezanosti (Linkage Disequilibrium-LD)
analiziranih polimorfizama u TLR2 i TLR3 genima u kontrolnoj grupi a) D’ vrednosti
b) r vrednosti

» . 2 . .
D’ ir vrednosti su prezentovane u procentima.

Polja osencena crvenom bojom odgovaraju D vrednostima izmedu polimorfizama

nukleotidne sekvence.
Nijanse roze: LOD>2, D’>1;
Crveno: LOD>2, D’=];
bela: LOD<2, D’<I. LOD- logarithm of odds.
Polja osencena sivim odgovaraju r’ vrednostima izmedu SNP-ova: Belo: 1 = 0;
Nijanse sive: 0 < <

Crno: *=1
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Programom Haploview je raCunata i procentualna zastupljenost identifikovanih
haplotipova u celokupnoj studijskoj grupi, kao i u kontrolnoj i grupi pacijenata.
Distribucija identifikovanih haplotipova kao i postojanje razlike u distribuciji izmedu
grupe pacijenata sa oralnim lihen planusom i kontrolne grupe je predstavljena u Tabeli
12 i Slici 44.

Prikazane su raw p vrednosti, kao i vrednosti koje se dobijaju nakon simulacije
1 000 permutacija (Tabela 12). Raw i permutation p vrednosti pokazaju da ne postoji
znacajna razlika u ucestalosti identifikovanih haplotipova izmedu grupe pacijenata i

kontrolne grupe (Tabela 12).

OLP
Kontrole

ECG
4 CA
ETG

Slika 44. Zastupljenost identifikovanih haplotipova proucavanih polimorfizama TLR3

gena u grupi pacijenata sa dijagnostikovanim oralnim lihen planusom i kontrolnoj grupi.

Najces¢e zastupljen CG haplotip je koriS¢en kao referentna vrednost za
odredivanje postojanja rizika za razvoj OLP-a. Rezultati haplotipske Odds Ratio
analize, prikazani u Tabeli 12, pokazuju da detektovani haplotipovi nisu asocirani sa

rizikom za nastanak oralnog lihen planusa.
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Tabela 12. Distribucija haplotipova i haplotipska Odds Ratio analiza za polimorfizme
rs5743312 1rs3775291 u TLR3 genu.

Haplotipovi Ukupno OLP Kontrole p vrednost
. OR (CI 95%)
N % N % N % Raw Permutation
CG 107 52 52 51 55 53 0.630 0.239 Referentna
CA 63 31 29 29 35 33 0.386 0.731 0.9 (0.5-1.4) 0.686
TG 35 17 20 20 14 14 0.084 0.239 1.4 (0.8-2.4) 0.194

N-ukupan broj pacijenata/kontrola
95% CI-95% interval poverenja

Imajuéi u vidu podatak da se polimorfizmi rs4986791 i rs4986790 TLR4 gena
nalaze blisko locirani na dugom kraku hromozoma 9 i da u 98% slucajeva kosegregiraju
zajedno, moglo bi se pretpostaviti da se navedeni polimorfizmi takode nalaze u
gametskoj neravnotezi vezanosti. Stoga je uradena analiza haplotipova koris¢enjem
programa Haploview i haplotipovi su identifikovani koriS¢enjem opcije Solid spine
block definition. Proucavani polimorfizmi su se nalazili u neravnotezi vezanosti u nasoj
celokupnoj studijskoj grupi (D’=0.52, r’=0.24) (Slika 45), kao i u grupi pacijenata
(D’=0.88, 1’=0.69) (Slika 46) i kontrolnoj grupi (D’=0.26, r*=0.05) (Slika 47).

Utvrdena je 1 procentualna zastupljenost identifikovanih haplotipova i
predstavljena je Slikom 48 i1 Tabelom 13. Od identifikovana cetiri, najzastupljeniji
haplotip je bio CA u obe proucavane grupe (Slika 48, Tabela 13). Potvrdeno je
postojanje statisticki znacajne razlike u distribuciji haplotipova izmedu grupe pacijenata
sa dijagnostikovanim oralnim lihen planusom i kontrolne grupe, $to je potvrdeno raw,
ali i permutation p vrednostima, koje se dobijaju nakon simulacije 1000 permutacija
(raw p=0.004, permutation p=0.019, y* test) (Tabela 13).

U cilju utvrdivanja postojanja asocijacije izmedu identifikovanih haplotipova i
rizika za nastanak oralnog lihen planusa, uradena je haplotipska Odds Ratio analiza
(Tabela 13). Pokazano je da je TA haplotip statisticki znacajno asociran sa 0.099 puta

sniZzenim rizikom za razvoj oralnog lihen planusa (p=0.030).
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rs4986791
rs4986790
rs4986791
rs4986790

Block 1 (0 ki)
1 2

Block 1 (0 ki)
1 2

a) b)
Slika 45. Graficki prikaz gamtske neravnoteZze vezanosti (Linkage
Disequilibrium-LD) analiziranih polimorfizama u TLR4 genu za celokupnu studijsku
grupu a) D’ vrednosti b) r vrednosti.

s . 2 . .
D’ ir vrednosti su prezentovane u procentima.

Polja osencena crvenom/roze bojom odgovaraju D' vrednostima izmedu

polimorfizama nukleotidne sekvence.

Nijanse roze: LOD>2, D’>1;

LOD- logarithm of odds.

. . .. .2 . .
Polja osencena sivim odgovaraju v~ vrednostima izmedu SNP-ova:

.. . 2
Nijanse sive: 0 <r” < I;
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rs4986791
rs4986790
rs4986791
rs4986790

Elock 1 (0 ki
1 2

Elock 1 (0 kb
1 2

a) b)
Slika 46. Graficki prikaz gamtske neravnoteze vezanosti (Linkage Disequilibrium-LD)
analiziranih polimorfizama u TLR4 genu za grupu pacijenata sa oralnim lihen planusom
a) D’ vrednosti b) r* vrednosti.

.2 . .
D’ i r* vrednosti su prezentovane u procentima.

Polja osencena crvenom bojom odgovaraju D vrednostima izmedu polimorfizama

nukleotidne sekvence.

Nijanse roze: LOD>2, D’>1;

Crveno: LOD>2, D’=1;

bela: LOD<2, D’<lI. LOD- logarithm of odds.

. . .. .2 . . 2
Polja osencena sivim odgovaraju 1~ vrednostima izmedu SNP-ova: Belo: ¥ = 0;

.. . 2
Nijanse sive: 0 <r” < I;

Crno: *=1
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rs4986791
rs4986790
rs4986791
rs4986790

Elock 1 (0 ki

Elock 1 (0 kb
1 2

a)
Slika 47. Graficki prikaz gamtske neravnoteze vezanosti (Linkage Disequilibrium-LD)
analiziranih polimorfizama u TLR4 genu u kontrolnoj grupi a) D’ vrednosti b) r’
vrednosti.
D’ i ¥ vrednosti su prezentovane u procentima.
bela: LOD<2, D’<I1. LOD- logarithm of odds.
Polja osencena sivim odgovaraju 1’ vrednostima izmedu SNP-ova: Belo: ¥* = 0;

.. . 2
Nijanse sive: 0 <r” < I;

OLP Kontrole

2% 0.4%

0.6% _ 4%

4%

ECA
M TA
TG
ECG

Slika 48. Zastupljenost identifikovanih haplotipova prouc¢avanih polimorfizama TLR3

gena u grupi pacijenata sa dijagnostikovanim oralnim lihen planusom i kontrolnoj grupi.
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Tabela 13. Distribucija haplotipova i haplotipska Odds Ratio analiza za polimorfizme
rs4986791 11rs49986790 u TLR4 genu.

Haplotipovi Ukupno OLP Kontrole p vrednost
. OR (CI 95%)
N % N % N % Raw Permutation
CA 189 92 90 89 98 95 0.059 0.139 Referentna
TA 6 3 5 5 1 0.6 0.004 0.019 0.099 (0.012-0.803) 0.030
TG 6 3 2 2 4 4 0.227 0.565 2.013 (0.949-7.438) 0.290
CG 4 2 4 4 1 04 0.114 0.441 0.263 (0.053-1.302) 0.101

N-ukupan broj pacijenata/kontrola
95% CI-95% interval poverenja
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Diskusija

Oralni lihen planus je hroni¢na inflamatorna bolest oralne mukoze sa
kompleksnom i nepotpuno razjasnjenom etiologijom (Boorghani i sar., 2010, Dan i sar.,
2010, Janardhanam i sar., 2012, Kimkong i sar., 2011). Pored faktora koji su ¢esto
asocirani sa nastankom oralnog lihen planusa, kao Sto su stres, dentalni materijali,
dijabetes, autoimunske bolesti, prisustvo Helicobacter pylori i Hepatits C virusa,
dosadasnja ispitivanja su ukazala na znacaj postojanja geneticke osnove u razvoju OLP-
a (Boorghani i sar., 2010, Janardhanam i sar., 2012, de Carvalho Fraga i sar., 2013,
Carrozzo & Thorpe, 2009, Wang i sar., 2011). Velikim brojem studija je pokazana
znacajna uloga imunoloskih i geneti¢kih promena u nastanku OLP-a. Pored toga, oralni
lihen planus se Cesto navodi kao oralna premaligna lezija, iako je povezanost sa
nastankom oralnog karcinoma jo$ uvek kontroverzna tema u naucnoj literaturi.
Generalno gledano, etiologija oralnog lihen planusa nije u potpunosti razjasnjena, Sto
ukazuje na znacaj i potrebu identifikacije novih molekularnih biomarkera koji bi imali
ulogu u proceni podloznosti nastanka ove bolesti. Prema nasem saznanju, ova doktorska
disertacija predstavlja prvu opseznu studiju ispitivanja postojanja eventualne
povezanosti izmedu polimorfizama u TLR2, TLR3, TLR4 i CD14 genima sa rizikom za
nastanak oralnog lihen planusa u populaciji Srbije, ali i u dosadasnjoj biomedicinskoj
literaturi. Uvidom u dostupnu naucnu literaturu uocava se vidan nedostatak genetickih
studija asocijacije sa nastankom OLP-a. Ipak, imaju¢i u vidu mogu¢i maligni potencijal
oralnog lihen planusa (Mithani, 2007), ali i ¢injenicu da je incidenca oralnog karcinoma
na svetskom nivou u porastu, sve je veci interes naucne zajednice da ulaze u ispitivanja
koja imaju za cilj molekularnu karakterizaciju razliCitih patologija usne duplje,
ukljucujuci i oralni lihen planus.

U ovoj doktorskoj disertaciji je analizirano ukupno Sest polimorfizama u Cetiri
gena, koja imaju znacajnu ulogu u urodenom imunskom odgovoru. Uoceno postojanje
statisticki znacCajne razlike u distribuciji alela i genotipova analiziranih polimorfizama
ukazuje na eventualno postojanje veze sa rizikom za nastanak oralnog lihen planusa.

U predstojec¢em tekstu ¢e biti prodiskutovani rezultati dobijeni ovom doktorskom

disertacijom u svetlu dosadasnjih nau¢nih saznanja.
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Diskusija

5.1. Podaci klini¢kog istraZivanja

Medijana starosti nase grupe pacijenata sa dijagnostikovanim oralnim lihen
planusom je bila 59 godina. Najmladi pacijent naSe grupe ispitanika imao 28 godina, a
najstariji 84, Sto je u skladu sa poznatim podacima da se OLP javlja uglavnom izmedu
treCe i pete decenije zivota i u kasnijem zivotnom dobu (Boorghani i sar., 2010).
Takode, nasa grupa je imala viSu procentualnu zastupljenost Zzena u poredenju sa
muskarcima. U literaturi je poznato da se OLP javlja ¢eS¢e medu pripadnicama zenskog
pola (Boorghani i sar., 2010), ¢ime se naSa grupa pacijenata uklapa u dosadasnju
epidemiolosku zastupljenost oralnog lihen planusa medu polovima.

Ovom doktorskom disertacijom je analizirano postojanje veze izmedu etioloSkih
karakteristika grupe pacijenata i klinickih formi oralnog lihen planusa. Uoceno je da se
erozivne forme OLP-a, erozivna i bulozna, javljaju dva i po puta ¢eS¢e medu osobama
koje konzumiraju alkohol u poredenju sa pacijentima koji ne koriste alkohol i ta razlika
je bila statisticki znacajna (p=0.035). Ovakav nalaz bi se mogao objasniti Stetnim
dejstvom koje alkohol ima na oralnu mukozu (Carrozzo & Thorpe, 2009). Pored toga,
erozivna forma OLP-a se statisticki znacajno Cesc¢e javljala medu pacijentima koji imaju
loSu oralnu higijenu u poredenju sa pacijentima koji su odrzavali dobru oralnu higijenu
(p=0.012). U poglavlju 1.3.6. ove disertacije je navedeno da se usled prisustva
atrofi¢no-erozivnih lezija, naroCito u slucaju deskvamativnog gingivitisa, javljaju
problemi jer pranje zuba moze biti otezano usled gingivalnog bola i pojave krvarenja.
Posledica ovakve situacije je Cesto akumulacija zubnih naslaga koje mogu negativno
uticati na razvoj OLP-a. Zubne naslage i kamenac mogu dovesti do pogorSanja
gingivalnog planusa i vezuju se za znatno vecu ucestalost eritematoze i erozivnih
gingivalnih lezija, $to je i potvrdeno naSim rezultatima da se erozivne forme OLP-a
cesce javljaju kod pacijenata sa loSom oralnom higijenom.

U naSoj studiji je pokazano postojanje statisticki znacajne veze izmedu godina
pacijenata i klinicke forme oralnog lihen planusa (p=0.008). Obzirom na podatak da se
oralni lihen planus uglavnom javlja izmedu trece i pete decenije zivota, a da stariji
pacijenti daleko ¢eS¢e imaju protetske nadoknade, koje mogu biti jedan od uzro¢nika
stvaranja mehanickih ozleda u oralnoj duplji i posledicno mogu doprineti razvoju

oralnog lihen planusa, posebno erozivne forme OLP-a, mogli bismo pretpostaviti da
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uocena znacajnost ne potice zapravo od direktne veze izmedu godina i klinicke forme
OLP-a, ve¢ od prisustva protetskih nadoknada.

Rezultati ove doktorske disertacije ukazuju na postojanje statisticki znacajne
razlike u klinickoj formi oralnog lihen planusa izmedu grupe pacijenata koji imaju
odnosno nemaju protetske nadoknade (p=0.015). Naime, utvrdeno je da se erozivna
forma javlja oko jedan i po put CeSce u grupi pacijenata sa protetskim nadoknadam u
odnosu na pacijente bez protetskih nadoknada. Prema literaturnim podacima, smatra se
da protetske nadoknade mogu predstavljati faktor koji je asociran sa nastankom oralnog
lihen planusa, $to bi bilo u skladu sa naSim rezultatima. Ovakav nalaz bi mogao biti
objasnjen Kebnerovim fenomenom, koji ukazuje na nastanak lezija u usnoj duplji kao
posledica reakcija na traumu. Naime, poznato je da mehanicke traume uzrokovane
stomatoloskim procedurama, kao i posekotine od ostrih vrhova, grubih stomatoloskih
popravki i neadekvatnih proteza, predstavljaju faktore koji mogu dodatno pogorsati
nastanak lezija. Dodatno, kao $to je navedeno u uvodu doktorske disertacije (poglavlje
1.3.6.) Kebnerov fenomen moZe objasniti zasto se erozivne lezije javljaju u oblastima
podloznim traumi, kao $to su sluzokoza usta i obraza i lateralne povrSine jezika.
Obzirom da je naSom studijom zapaZeno cCeS¢e javljanje erozivne forme oralnog lihen
planusa kod pacijenata sa protetskim nadoknadama u odnosu na pacijente koji ih
nemaju, evidentna je potvrda prethodno navedenog Kebnerovog fenomena.

Prema literaturnim podacima, prisustvo Candida albicans se smatra jednim od
potencijalnih faktora rizika za nastanak oralnog lihen planusa. Ovom doktorskom
disertacijom nije utvrdeno postojanje statisticke znacajnosti u distribuciji razlicitih
klinickih formi OLP-a u zavisnosti od mikrobioloskog nalaza pacijenta, odnosno

prisustva Candida albicans.
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5.2. TLR2 rs3804099

TLR2 gen se nalazi na dugom kraku hromozomu 4, poziciji 4q32. Polimorfizam
rs3804099 je identifikovan u kodiraju¢em delu TLR2 gena, treCem egzonu i predstavlja
sinonimnu zamenu citozina timinom (C/T) na poziciji 597 (ili 816 prema nekim
literaturnim izvorima). Kao posledica zamene citozina timinom, ne dolazi do promene
amino kiseline Asn na poziciji 199 polinukleotidnog lanca.

Pretragom SNP baza podataka (www.snpedia.com ; www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP)

i uvidom u procentualnu zastupljenost genotipova polimorfizma rs3804099 TLR2 gena
u razli¢itim populacijama u svetu, evidentno je postojanje sliCne ucestalosti nase
populacije sa analiziranom grupom Kavkazoida (Slika 49) (CEU na slici). Heterozigotni
CT genotip se javlja sa najviSom ucestalo$¢u u najvecem broju populacija u svetu (Slika

49).
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Slika 49. Procentualna zastupljenost genotipova polimorfizma rs3804099 TLR2 gena u
razli¢itim populacijama sveta. (Braon-CC genotip, zeleno-CT genotip, plavo- TT

genotip, Preuzeto: http://snpedia.com/index.php/Rs3804099)

U ovoj studiji je primeceno postojanje statisticki znacajne razlike u distribuciji
genotipova 153804099 polimorfizma TLR2 gena izmedu grupe pacijenata sa
dijagnostikovanim oralnim lihen planusom i zdrave kontrolne grupe (p=0.012). Uocena
razlika u distribuciji ukazuje na mogucu asocijaciju i vaznu ulogu TLR2 gena u procesu

nastanka OLP-a. Interesantno je uociti da u nasSoj kontrolnoj grupi nije zabelezeno
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prisustvo wild type CC genotipa, na osnovu ¢ega bi se moglo posumnjati da
heterozigotni i mutirani genotip rs3804099 polimorfizma u TLR2 genu mogu imati
protektivnu ulogu u nastanku oralnog lihen planusa. Sli¢ni rezultati su dobijeni i u
nedavno sprovedenoj studiji na naSoj populaciji medu pacijentima sa dijagnostikovanim
oralnim skvamocelularnim karcinomom (Zeljic i sar., 2013). U istoimenoj studiji je
pronadeno postojanje razlike u distribuciji genotipova izmedu grupe pacijenata sa
oralnim karcinomom i zdrave kontrolne grupe, §to je u skladu sa naSim nalazima.
Nedavno sprovedena meta analiza povezanosti odredenih polimorfizama TLR2 gena sa
podloznoséu nastanka kancera, navodi da heterozigotni i mutirani genotip (dominantni
model nasledivanja) rs3804099 polimorfizma ima ulogu protektivnog faktora za
nastanak kancera, posebno medu Azijatima (Wang i sar., 2013). U cilju provere
inicijalne hipoteze da bi u nasem istrazivanju heterozigotni i mutirani genotip mogli
imati protektivni efekat, odnosno smanjivati rizik za nastanak oralnog lihen planusa u
poredenju sa wild type genotipom, sprovedena je Odds Ratio analiza. Rezultati crude
Odds Ratio analize u ovoj doktorskoj disertaciji pokazuju da su heterozigotni CT i
mutirani TT genotip proucavanog polimorfizma TLR2 gena asocirani sa znacajno
snizenim rizikom za nastanak OLP-a u poredenju sa wild type CC genotipom. Kada je
re¢ o razli¢itim testiranim genetickim modelima nasledivanja, dominantnom,
recesivnom i log-aditivnom, pokazano je da je dominantni geneticki model nasledivanja
datog polimorfizma statistiCki znaCajan, Sto je u skladu sa nalazima asocijacije
rs3804099 polimorfizma sa nastankom kancera (Wang i sar., 2013). Nakon uradene
adjusted Odds Ratio analize u koju su ukljuceni takozvani confounding faktori, kao sto
su pol, godine, konzumacija alkohola i pusenje, nije pokazano postojanje asocijacije sa
rizikom za razvoj oralnog karcinoma, odnosno, izgubljena je statisticka znacajnost.
Ovakvi rezultati ukazuju na znacaj ukljucivanja faktora rizika u geneticke studije
asocijacije, koji dodatno mogu uticati na razik za nastanak oralnog lihen planusa. Isti
nalaz je predstavljen i u slucaju grupe pacijenata sa oralnim karcinomom iz Srbije
(Zeljic 1 sar., 2013). Ukoliko se uzme u obzir pretpostavka da se, prema nekim nau¢nim
shvatanjima, OLP smatra i prekancerogenom lezijom, ovako podudaranje dobijenih
podataka za grupe ispitanika iz Srbije bi moglo da ukazuje na isti efekat koji analizirani

polimorfizam u TLR2 genu ima u slu¢aju OLP-a, ali i oralnog karcinoma.
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Obzirom da je re¢ o sinonimnoj izmeni smesStenoj u egzonu TLR2 gena, iz
literature je poznato da ovakve izmene mogu menjati obrazac obrade primarnog
transkripta informacione RNK (iRNK), menjati stabilnost iRNK, ali i imati uticaj na
strukturu proteina (Junjie i sar., 2012). Dodatno, moglo bi se pretpostaviti da dati
polimorfizam u TLR2 genu moze uticati na nivo ekspresije samog gena. Ranijim
istrazivanjima je pokazano da je ekspresija TLR2 gena bila znacajno poviSena u salivi i
krvi pacijenata sa dijagnostikovanim OLP-om u poredenju sa kontrolnom grupom (Wu i
sar., 2013, Ohno i sar., 2011). Medutim, u navedenoj studiji nije ispitivan efekat
polimorfizma rs3804099, te ne postoje nesumnjivi dokazi da uocena razlika u ekspresiji
gena ima veze sa konkretno proucavanim polimorfizmom u nasoj studiji. Nedavno
objavljenim istrazivanjem nije utvrdeno postojanje razlike u ekspresiji TLR2 gena
izmedu grupe pacijenata sa dijagnostikovanim oralnim lihen planusom i sindromom
goruc¢ih usta (Engl. burning mouth syndrome) (Kho i sar., 2013). U istoj studiji je
pokazano da je nivo ekspresije TLR2 gena 0.504 puta nizi u grupi pacijenata sa OLP-
om u poredenju sa kontrolnom grupom, iako navedeni nalaz nije bio statisticki znacajan
(Kho i sar., 2013). Dalje studije u nasoj populaciji bi trebale da ukljuce izucavanje
ekspresije TLR2 gena, kao i nivoa citokina i njihovu potencijalnu asocijaciju sa
rs3804099 polimorfizmom, $to je predvideno realizovati u predstoje¢em periodu.

Proucavani polimorfizam nije bio asociran sa etioloskim faktorima za nastanak
oralnog lihen planusa, kao $to su puSenje, konzumacija alkohola, oralna higijena,
prisustvo Candida albicans, prisustvo amalgama i teSkih metala, kao i protetskih
nadoknada. Pored toga, nije utvrdeno postojanje asocijacije rs3804099 TLR2
polimorfizma sa klinickim formama OLP-a: erozivnom, retikularnom i buloznom.
Rezultati prethodnog istrazivanja ukazuju na postojanje interakcije proucavanog
polimorfizma u TLR2 genu sa polimorfizmima rs3775291 TLR3 gena i 152569190
CD14 gena (Zeljic i sar., 2013). Dato ispitivanje postojanja interakcije nije radeno u
ovoj studiji.

Ranijim istrazivanjima je pokazano da se polimorfizam rs3804100 TLR2 gena i
SNP rs3804099 proucavan u nasoj studiji nalaze u jakoj gametskoj neravnotezi
vezanosti (Bjornvold i sar., 2009, Junjie i sar., 2012). Pokazano je i da odredeni
haplotipovi dva navedena polimorfizma znaCajno snizavaju rizik za razvoj

hepatocelularnog karcinoma (Junjie i sar., 2012). Ovakve nalaze bi trebalo imati u vidu
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prilikom planiranja daljeg nastavka istrazivanja povezanosti polimorfizama TLR2 gena
sa nastankom oralnog lihen planusa.

TLR2 rs3804099 polimorfizam je proucavan u genetickim studijama asocijacije sa
razli¢itim tipovima karcinoma (oralnog karcinoma, karcinoma Zeluca, kolorektalnog
karcinoma i1 malignog melanoma), ali i infektivnih bolesti kao S§to je sepsa.

Pretrazivanjem PubMed baze (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed), primetno je

nepostojanje radova na temu izu¢avanja veze polimorfizama u TLR2 genu sa rizikom za
nastanak oralnog lihen planusa. Rezultati dobijeni ovom doktorskom disertacijom
predstavljaju prvi rad na temu povezanosti rs3804099 polimorfizma TLR2 gena sa

OLP-om u nauc¢noj literaturi (Stanimirovic i sar., 2013).

5.3. TLR3 rs5743312

TLR3 receptor ima ulogu u prepoznavanju dvolan¢anog molekula RNK. Kodiran
je TLR3 genom, koji se nalazi na dugom kraku hromozoma 4, poziciji 4q35.
Polimorfizam 1s5743312 predstavlja sinonimnu izmenu citozina timinom (C/T),
smesten u nekodiraju¢em delu TLR3 gena, drugom intronu, na poziciji 9948.

Nismo uocili postojanje znacajne razlike u distribuciji genotipova rs5743312
polimorfizma izmedu grupe pacijenata sa oralnim lihen planusom i kontrolne grupe, ali
se moze re¢i da je uoCen izvesni statisticki trend (p=0.085). Ucestalosti genotipova
rs5743312 polimorfizma u nasoj ispitivanoj grupi su u skladu sa podacima iz dostupnih
baza podataka, gde je ucestalost wild type CC genotipa najviSa, za kojom slede
ucestalosti heterozigotnog i mutiranog genotipa (Slika 50). Ovakva distribucija

genotipova je ista u do sada analiziranim humanim populacijama Sirom sveta (Slika 50).
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Slika 50. Procentualna zastupljenost genotipova polimorfizma rs5743312 TLR3 gena u
razli¢itim populacijama sveta (Braon-CC Zeleno-CT, Plavo-TT, Preuzeto:

http://www.snpedia.com/index.php/Rs5743312)

Rezultati Odds Ratio analize pokazuju da je mutirani TT genotip bio znacajno
asociran sa povisenim rizikom za nastanak oralnog lihen planusa u poredenju sa wild
type CC genotipom. Postojanje statisticki znaCajne asocijacije je pored crude Odds
Ratio analize potvrdeno i nakon udruZzene analize koja je ukljucivala takozvane
confounding faktore i to: pol, godine, puSenje i konzumaciju alkohola. Naime, prema
adjusted Odds Ratio analizi, mutirani TT genotip je asociran sa 15.9 puta viSim rizikom
za razvoj oralnog lihen planusa u poredenju sa CC wild type genotipom. Recesivni
geneticki model je pretpostavljen kao najbolji geneticki model nasledivanja, a koji
ukazuje da mutirani i heterozigotni genotip zdruzeno imaju poviSeni rizik za razvoj
oralnog lihen planusa u poredenju sa wild type genotipom. Obzirom da za proucavani
polimorfizam nije potvrdeno postojanje funkcionalnog efekta, tacan mehanizam koji
dovodi do povecanja rizika za OLP nije u potpunosti razjasnjen i poznat. Moglo bi se
pretpostaviti da se dati polimorfizam nalazi u gametskoj neravnotezi vezanosti sa nekim
od funkcionalnih polimorfizama u TLR3 genu ili sa nekim od polimorfizama na
susednim genima koji se nalaze na hromozomu 4. Analizom haplotipova je pokazano da
se polimorfizam rs5743312 TLR3 gena nalazi u gametskoj neravnotezi vezanosti sa
rs3775291 SNP-om, §to je posebno diskutovano u poglavlju 5.5. Pored toga, moguci
nacin na koji bi rs5743312 polimorfizam mogao povecavati rizik za nastanak OLP-a je
pretpostavka da sam polimorfizam ima funkcionalni efekat ili da moze uticati na nivo

ekspresije TLR3 gena. Prema naSem saznanju, studije koje bi testirale navedene
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pretpostavne nisu izvodene. Dodatno, postoji mogucénost da dati polimorfizam TLR3
gena dovodi do promene u odnosu izmedu anti-inflamatornih i pro-inflamatornih
citokina, §to bi moglo rezultovati razvojem oralnog lihen planusa. U ovoj doktorskoj
disertaciji nedostaju podaci o nivou ekspresije TLR3 gena, kao i nivou anti i pro-
inflamatornih citokina, kao 1 asocijacije navedenih parametara sa proucavanim
polimorfizmom rs5743312, koji bi nam dali dodatne podatke na osnovu kojih bismo
mogli dati sigurne zakljucke o ulozi i mehanizmu analiziranog polimorfizma TLR3
gena sa rizikom za nastanak OLP-a. Nalazi ove doktorske disertacije koji ukazuju na
povezanost rs5743312 polimorfizma sa rizikom za nastanak oralnog lihen planusa su
suprotni rezultatima istraZivanja u slucaju nazofaringealnog i oralnog karcinoma (He 1
sar., 2007, Zeljic 1 sar., 2013), Sto nam govori da navedeni polimorfizam TLR3 gena
moze imati potpuno drugacije uloge u nastanaku razlicitih bolesti.

Proucavani polimorfizam TLR3 gena nije bio asociran sa etioloSkim faktorima
niti klinickom formom oralnog lihen planusa. U nedavno publikovanoj studiji koja je
ukljucivala pacijente sa oralnim karcinomom, pokazano je da rs5743312 polimorfizam
TLR3 gena moze biti razmatran kao potencijalni prediktor loSijeg prezivljavanja u
slucaju uznapredovalog stadijuma oralnog karcinoma (Zeljic i sar., 2013). Ovakav nalaz
bi mogao da ukazuje na postojanje funkcionalne uloge navedenog polimorfizma, $to bi
bilo neophodno dodatno ispitati i u slucaju oralnog lihen planusa.

Bitno je napomenuti da u dosadasnjoj nauc¢noj literaturi ne postoje radovi koji su
izuCavali povezanost rs5743312 polimorfizma sa rizikom za nastanak OLP-a. Rezultati
dobijeni ovom doktorskom disertacijom, publikovani u ¢asopisu European Journal of
Oral Sciences, u tom smislu predstavljaju pionirske rezultate u ovoj oblasti

(Stanimirovic i sar., 2013).

5.4. TLR rs3775291

Polimorfizam rs3775291 TLR3 gena je smeSten u egzonu 4 na poziciji 13909 i
predstavlja supstituciju guanina adeninom (G/A). Navedeni polimorfizam rezultuje
izmenom amino kiseline leucina fenilalaninom (Phe412Leu) na 412 mestu u

polipeptidnom lancu, §to dovodi do promene strukture visoko konzervisanih rezidua na
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povrsini TLR3 receptora. Neke in vitro studije su pokazale da TLR3 receptor koji na
412 mestu u polipeptidnom lancu ima adenin umesto guanina ima snizenu aktivaciju
nakon stimulacije TLR3 antagonistom poly I:C (Sironi i sar., 2012).

Distribucija genotipova polimorfizma rs3775291 TLR3 gena u naSoj studijskoj
grupi je u skladu sa ucestalostima koji su navedeni u bazama podataka za grupu
Kavkazoida (Slika 51). Izvesna odstupanja se mogu uociti u poredenju sa drugim
humanim populacijama, S$to se moZe objasniti razli¢itim evolucionim istorijama

izuCavanih grupa.
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Slika 51. Procentualna zastupljenost genotipova polimorfizma rs3775291 TLR3 gena u
razli¢itim populacijama sveta. (Braon-GG, Zeleno-GA, Plavo-AA, Preuzeto:

http://www.snpedia.com/index.php/Rs3775291)

U slucaju rs3775291 polimorfizma TLR3 gena nije zabelezeno postojanje
razlike u distribuciji genotipova izmedu grupe pacijenata i kontrolne grupe (p=0.328).
Crude, kao 1 adjusted Odds Ratio analizom je pokazano odsustvo asocijacije
analiziranog polimorfizma sa rizikom za razvoj oralnog lihen planusa. Ovakav nalaz
nije u skladu sa rezultatima dobijenim za oralni karcinom u grupi pacijenata iz Srbije
(Zeljic 1 sar., 2013), Sto nam dodatno moZze ukazivati na razliitu ulogu koju ovaj
polimorfizam TLR3 gena moze imati u nastanku razli¢itih patologija.

Haplotipskom analizom pomocu programa Haploview, pokazano je da se

proucavani polimorfizam nalazi u jakoj neravnotezi vezanosti sa 15743312
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polimorfizmom TLR3 gena, §to je potvrdeno i u nasoj studiji. Detaljnije objasnjenje

dobijenih rezultata koji proisticu iz analize haplotipova je dato u poglavlju 5.5.

5.5. Analiza haplotipova TLR3 rs5743312 i TLR3 rs3775291

Uoceno postojanje statisticki znacajne veze izmedu polimorfizma nukleotidne
sekvence odredenog gena i nekog fenotipa, najées¢e bolesti, moze predstavljati odraz,
ne samo direktne veze izmedu prouc¢avanog polimorfizma i njegove uloge u razvijanju
proucavanog fenotipa, ve¢ i indirektne veze koja potiCe od cinjenice da dati
polimorfizam mozda nema funkcionalni efekat, ali moze biti u gametskoj neravnotezi
vezanosti sa blisko lociranim polimorfizmima istog gena ili drugih blisko locirnaih gena
na istom hromozomu. Intenzivno proucavanje haplotipova je rezultiralo i realizacijom

velikog HapMap projekta (www.hapmap.org) koji je imao za cilje identifikaciju i

odredivanje rasporeda haplotipova u humanom genomu u razli¢itim populacijama u
svetu. Pristup analizi haplotipova omogucava identifikaciju i pra¢enje dovoljno samo
jednog, takozvanog tag SNP-a u okviru bloka veceg broja polimorfizama, koji moze biti
informativan za proucavanje povezanosti sa rizikom za razvoj odredene bolesti koja se
proucava. Dodatno, postoje brojni pokazatelji koji ukazuju na vecu statisticku jacinu
studija koja se bavi izuavanjem asocijacije haplotipova u poredenju sa izucavanjem
efekata pojedina¢nih polimorfizama (Bader, 2001). Imajuéi sve prethodno navedeno u
vidu, u ovoj doktorskoj disertaciji smo se, pored klasicnog pristupa izucavanju
genetickih studija asocijacije, opredelili i za analizu haplotipova. 1z literature je poznato
da se blisko locirani polimorfizmi mogu nalaziti u Linkage Disequilibriumu, odnosno
LD-u (Frazer i sar., 2009). Obzirom da se prouCavani polimorfizmi rs5743312 i
rs3775291 u TLR3 genu i rs3804099 u TLR2 genu nalaze na dugom kraku hromozoma
4, pretpostavili smo da bi dati polimorfizmi mogli biti vezani. Haplotipskom analizom,
koris¢enjem programa Haploview, utvrdeno je da su analizirani polimorfizmi u TLR3
genu vezani i da se nalaze u jakoj neravnotezi vezanosti, $to je potvrdeno i u grupi
ispitanika sa dijagnostikovanim OLP-om, kontrolnoj grupi, ali i u celokupnoj studijskoj
grupi sa objedinjenim pacijentima i kontrolama. Polimorfizam u TLR2 genu se nalazi
fizicki udaljen od navedenog LD bloka, §to je u skladu sa literaturnim podacima.

Najzastupljeniji haplotip i u grupi ispitanika i kontrolnoj grupi je bio CG haplotip,
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potom CA i TG haplotipovi, §to je u skladu sa ucestalostima dobijenim u prethodnoj
studiji na grupi ispitanika iz Srbije (Zeljic 1 sar., 2013). Ovom doktorskom disertacijom
nije zabelezeno postojanje asocijacije izmedu identifikovanih haplotipova nase studijske
grupe 1 rizika za nastanak oralnog lihen planusa. Dodatno, nije uoceno postojanje veze
sa etioloskim faktorima i klinickim formama OLP-a. U sluc¢aju oralnog karcinoma, TG
haplotip je bio statisticki znacajno povezan sa loSijim prezivljavanjem pacijenata u
poredenju sa najucestalijim CG haplotipom (Zeljic i sar., 2013). Diskrepanca rezultata
nase i1 prethodno navedene studije, najverovatnije odslikava drugaciju ulogu koju TG
haplotip ima u razli¢itim patologijama.

Navedeni rezultati predstavljaju prve nalaze u vezi sa analizom haplotipova TLR3
gena 1 rizika za nastank oralnog lihen planusa, obzirom da do sada, prema naSem

znanju, nisu zabeleZene studije ovog tipa u literaturi.

5.6. TLR4 rs4986791

TLR4 gen se nalazi na devetom hromozomu 9q33.17. Sekvenciranjem TLR4
gena je pokazano da se najveci broj polimorfizama nukleotidne sekvence nalazi u
egzonu 3. lako je broj SNP-ova u ovom regionu veliki, najve¢i broj se javlja u
ucestalosti koja je manja od 1% u populaciji, za razliku od rs4986791 polimorfizma ¢ija
je ucestalost minor alela viSa od 5%. Polimorfizam rs4986791 predstavlja nesinonimnu
zamenu, to jest tranziciju citozina timinom (C/T) na poziciji 1487 (ili 1320 prema nekim
izvorima). U literaturi se jo§ oznacava i kao Thr399Ile, obzirom da navedeni
polimorfizam dovodi do zamene amino kiseline treonina izoleucinom na poziciji 399 u
polipeptidnom lancu. Navedena amino-kiselinska zamena rezultuje promenom
normalne strukture ekstracelularnog regiona TLR4 receptora, §to dovodi do smanjenja
odgovora na vezivanje lipopolisaharida Gram negativnih bakterija. Kao posledica dolazi
do smanjene produkcije inflamatornih citokina i povecane osetljivosti na bakterijske
infekcije (El-Omar i sar., 2008).

U naSoj studiji nije uoeno postojanje statisticki znacajne razlike u distribuciji
alela i genotipova proucavanog polimorfizma TLR4 gena izmedu grupe pacijenata sa
OLP-om i kontrolne grupe. Najvisa zastupljenost je zabelezena u slucaju wild type CC

genotipa u obe grupe u nasoj studiji, §to je u saglasnosti sa ucestalo$¢u genotipova
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rs4986791 polimorfizma u drugim proucavanim populacijama Sirom sveta (Slika 52).

Prema bazi podataka (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/rs4986791), zapaza se odsustvo

muiranog TT genotipa kod Evropljana. Odsustvo mutiranog TT genotipa TLR4
rs4986791 polimorfizma je uo¢eno u nasoj grupi pacijenata sa oralnim lihen planusom,

dok je isti genotip u kontrolnoj grupi bio zabeleZen samo kod 1% ispitanika.

0 20 40 &0 80 100

Slika 52. Procentualna zastupljenost polimorfizma rs4986791 TLR4 gena u razli¢itim
populacijama sveta. (Braon-CC, Zeleno-CT, plavo-TT, Preuzeto:

http://snpedia.com/index.php/Rs4986791)

Analiza povezanosti genotipova proucavanog polimorfizma rs4986791 TLR4
gena sa rizikom za razvoj oralnog lihen planusa, crude Odds Ratio, pokazuje da ni jedan
od genotipova nije znacajno asociran sa nastankom OLP-a. Odsustvo asocijacije je
potvrdeno i nakon unosSenja confounding faktora u adjusted Odds Ratio analizu. Pored
navedenog, proucavani polimorfizam nije bio povezan sa poznatim etioloSkim
faktorima niti klinickom formom oralnog lihen planusa. Ovako dobijeni rezultati su u
skladu sa nedavno publikovanim nalazima za oralni karcinom (Zeljic i sar., 2013). Sa
druge strane, rs4986791 polimorfizam je bio asociran sa poviSenim rizikom za razvoj
nazofaringealnog karcinoma u Kineskoj populaciji (Yang i sar., 2012) i karcinoma
zeluca u Italijanskoj populaciji (Santini i sar., 2008). Obzirom da su rezultati dobijeni

ovom doktroskom disertacijom, prema nasem saznanju, prvi u naucnoj literaturi koji se
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bave povezanoS¢u navedenog polimorfizma sa oralnim lihen planusom, jedino je
dobijene rezultate bilo moguce uporedivati sa razli¢itim studijama koje se bave
razli¢itim patologijama. Bitno je zapaziti odsustvo asocijacije rs4986791 SNP-a TLR4
gena sa rizikom za nastanak OLP-a, kao 1 u slucaju prethodno navedene studije koja je
ukljucivala pacijente iz Srbije sa oralnim karcinomom. Rec je o konzistentnom nalazu
koji ukazuje na jednaku distribuciju polimorifzma 154986791 u  grupi
pacijenata/kontrola iz Srbije. Zapazena odstupanja u odnosu na druge studije se mogu
objasniti razli¢itoS¢u proucavanih populacija, veli¢inom koris¢enog uzorka, ali svakako
1 heterogenos¢u proucavanih patologija.

Odredeni broj studija, mada ne sve, su utvrdile postojanje veze izmedu rs4986791
polimorfizma TLR4 gena i1 podloznosti kandidijazi (Agnese i sar., 2002, Lorenz 1 sar.,
2002, Van der Graaf i sar., 2006). Nasom studijom nije uoceno postojanje asocijacije
izmedu proucavanog polimorfizma i prisustva Candida albicans.

Ranije je mnavedeno da polimorfizam 1s4986791 dovodi do promene
ekstracelularne strukture TLR4 receptora, Sto rezultuje smanjenim afinitetom vezivanja
antigena Gram-negativnih bakterija i dovodi do smanjene produkcije inflamatornih
citokina i povecane osetljivosti na bakterijske infekcije (EI-Omar i sar., 2008).
Prethodne studije su utvrdile da heterozigotni CT i mutirani TT genotipovi imaju
povisenu ekspresiju IL-1a, TNF-a i IL-10, u slucaju pacijenata sa nazofaringealnim
karcinomom (Yang i sar., 2012). Pored toga, pokazano je da je nivo ekspresije TLR4
gena znacajno viSi u OLP lezijama u poredenju sa normalnom oralnom mukozom
(Siponen i sar., 2012). Imajuc¢i sve navedeno u vidu, bilo bi dobro u predstoje¢im
istrazivanjima odrediti nivo ekspresije TLR4 gena, kao i nivo odgovarajucih citokina
kod pacijenata sa dijagnostikovanim oralnim lihen planusom. Dodatni podaci o nivou
ekspresije samog gena 1/ili citokina bi nam mogli dati znacajne informacije u ¢ijem

svetlu bi se dobijeni rezultati u ovoj doktorskoj disertaciji mogli jasnije protumaciti.

5.7. TLR4 rs4986790

Polimorfizam rs4986790 u TLR4 genu predstavlja supstituciju nukleotida, po tipu
tranzicije, adenina u guanin (A/G). Kao posledica postojanja datog polimorfizma

nukleotidne sekvence dolazi do zamene asparaginske aminokiseline (Asp) glicinskom
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aminokiselinom (Gly) na poziciji 299 polipeptidnog lanca. Dati polimorfizam se vrlo
Cesto u literaturi navodi kao Asp299Gly, mada je u danasnje vreme daleko zastupljenije
pretrazivanje navedenog polimorfizma prema ,,rs* identifikacionom broju, $to generalno
vazi za sve polimorfizme.

Ucestalost genotipova analiziranog polimorfizma rs4986790 TLR4 gena u naSoj
studijskoj grupi je u skladu sa ucestalostima drugih humanih populacija u svetu (Slika
53). Kao S§to se moze uocCiti na Slici 53, tako i u naSoj grupi pacijenata sa
dijagnostikovanim oralnim lihen planusom, ali i u kontrolnoj grupi, wild type AA
genotip se javlja sa najviSom ucestalos¢u, za kojim sledi heterozigotni AG genotip. U
nasoj grupi pacijenata, kao i medu kontrolama, nije zabelezeno prisustvo ni jednog
ispitanika sa mutiranim GG genotipom, §to moze govoriti u prilog postojanja jakog
selekcionog mehanizma protiv mutirane genotipske forme proucavanog polimorfizma.
Zanimljiv je podatak da je uoCena viSa zastupljenost Asp299Gly u subsaharskim
populacijama posledica korisnosti koji nosioci polimorfizma imaju u zaStiti protiv
malarije, dok je na prostorima Evrope isti polimorfizam rezultovao hendikepom usled
povecavanja smrtnost kod obolelih od sepse (Ferwerda i sar., 2007). Stoga se moze
zakljuciti da je ovakva distribucija polimorfizama posledica evolucionog pritiska tokom
migracije modernog coveka iz Afrike na susedne kontinente i uticaja spoljasnjih faktora,

pre svega infekcija (E1-Omar i sar., 2008, Ferwerda i sar., 2007).

Slika 53. Procentualna zastupljenost polimorfizma rs4986790 TLR4 gena u razli¢itim
populacijama sveta. (Braon-AA, zeleno-AG, plavo-GG, Preuzeto:

http://snpedia.com/index.php/Rs4986790)
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Kada je rec o distribuciji genotipova i alela rs4986790 polimorfizma TLR4 gena,
nije uocena statistiCcki znaCajna razlika izmedu grupe pacijenata sa OLP-om i
odgovarajuc¢e zdrave kontrolne grupe. Dodatno, nije zabelezeno postojanje znacajne
veze datog rs4986790 polimorfizma u TLR4 genu i rizika za nastanak OLP-a, §to je
utvrdeno crude Odds Ratio, kao i adjusted analizom, koja je ukljucivala podatke o polu,
godinama, pusSenju i konzumaciji alkohola, §to je potvrdeno i za oralni karcinom (Zeljic
isar., 2013).

Ranije studije su pokazale da dati polimorfizam utice na ekspresiju inflamatornih
citokina i hemokina (Yang i sar., 2012). Pored toga, za isti polimorfizam je pokazano da
je u vezi sa progresijom karcinoma glave i vrata (Bergmann i sar., 2011).

Prethodne sprovedene studije ukazuju na postojanje znacajno povisene ekspresije
TLR4 gena u OLP lezijama u odnosu na normalnu oralnu mukozu (Siponen i sar.,
2012). Ovakvi podaci proistekli iz predaSnjih studija, impliciraju da bi bilo od posebnog
znacaja izuciti eventualno postojanje povezanosti izmedu analiziranog polimorfizma u
TLR4 genu sa nivoom ekspresije datog gena kod pacijenata sa dijagnostikovanim OLP-
om, ali i nivoa citokina i hemokina, §to je planirano sprovesti u predstoje¢im
istrazivanjima.

Prema podacima iz literature, u 98% slucajeva polimorfizmi rs4986790 i
154986791 kosegregiraju zajedno, Sto je potvrdeno i u naSoj studijskoj grupi. Naime,
dva proucavana polimorfizma TLR4 gena su se nalazila u gametskoj neravnotezi
vezanosti. Diskusija dobijenih rezultata identifikovanih haplotipova TLR4 gena je data

u predstoje¢em poglavlju 5.8.

5.8. Analiza haplotipova TLR4 rs4986791 i TLR4 rs498679(

Kao $to je prethodno navedeno, TLR4 gen se nalazi smeSten na dugom kraku
hromozoma 9. Najveci broj identifikovanih polimorfizama nukleotidne sekvence se
nalazi smeSteno u kodiraju¢im delovima gena, egzonima. U egzonu broj 3 su smeStena
dva proucavana polimorfizma rs4986791 i rs4986790 TLR4 gena i na osnovu podataka
o njihovoj bliskoj poziciji, moglo se pretpostaviti da se dva polimorfizma nalaze u
gametskoj neravnotezi vezanosti. Dodatno, poznato je iz literature da navedeni SNP-ovi

kosegregiraju zajedno. Analiza haplotipova, koris¢enjem Haploview programa, je
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utvrdila postojanje neravnoteze vezanosti izmedu rs4986791 i rs4986790 polimorfizama
u celokupnoj studijskoj grupi, kao i grupi pacijenata i kontrolnoj grupi posebno.
Dobijeni rezultat je u skladu sa literaturnim podacima. Utvrdeno je postojanje statisticki
znacajne razlike u distribuciji haplotipova izmedu grupe pacijenata sa identifikovanim
oralnim lihen planusom i kontrolne grupe, Sto je potvrdeno i nakon simulacije hiljadu
permutacija (videti poslednji deo poglavlja 4.2.4.). Haplotipska Odds Ratio analiza je
ukazala da je TA haplotip asociran sa 0.099 nizim rizikom za razvoj oralnog lihen
planusa u poredenju sa najucestalijim haplotipom CA u naSoj studijskoj grupi. Mogli
bismo pretpostaviti da TA haplotip ima relativno slab protektivni efekat za razvoj
oralnog lihen planusa, $to ipak ne treba zanemariti kao rezultat. Moguce je da je
identifikovani haplotip samo deo veceg haplotipskog bloka TLR4 gena, koji ima daleko
vecu predikcionu mo¢ kada je u pitanju podloznost OLP-u. Ovu tvrdnju bi trebalo
proveriti u nastupajuc¢em periodu.

Izvesnom studijom je dat model kojim se opisuje funkcionalni efekat dva
polimorfizma na strukturu ektodomena TLR4 receptora (Rallabhandi i sar., 2006). Po
pretpostavljenom modelu, rs4986791 i rs4986790 polimorfizmi se nalaze sa iste strane
povrsine molekula LRR domena i ucestvuju u formiranju ukotvljavaju¢eg mesta za koje
se vezuje ligand ili koreceptor, MD2. Izmena rs4986790 dovodi do uklanjanja
negativnog naelektrisanja i povecava rotacionu slobodu oko peptidne veze, Sto utice na
sekundarnu strukturu okolnog regiona. Izmena rs4986791 povecava sterne smetnje u
tom regionu i ometa interakciju izmedu liganda i receptora. Prisustvo obe izmene moze
da ima za posledicu nemogucnost vezivanja liganda ili gubitak vezivnog mesta, Sto je u
saglasnosti sa opazanjima, da kod dvostrukog polimorfizma, postoji znatno slabiji
odgovor na stimulaciju receptora, nego Sto je u slucaju prisustva jednog ili drugog
polimorfizma (Rallabhandi 1 sar., 2006).

U dostupnoj naucnoj literaturi nije zabeleZeno izucavanje haplotipova rs4986791 i
rs4986790 polimorfizama u vezi sa oralnim lihen planusom, Sto nase rezultate Cini

jedinim u ovom trenutku o vezi i snizenom riziku TA haplotipa sa razvojem OLP-a.
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5.9. CD14 rs2569190

CD14 receptor ima ulogu u prepoznavanju Sirokog spektra antigena razli¢itih
mikroorganizama, a pre svega lipopolisaharida Gram negativnih bakterija. Obzirom da
CD14 receptor nema citoplazmatski deo, u cilju inicijacije signalne transdukcije
neophodno je vezivanje sa TLR4 receptorom. Upravo je to bio razlog za ukljucivanje
polimorfizama u CD14 genu u predmet proucavanja ove doktorske disertacije. Gen koji
kodira za CD14 receptor se nalazi na hromozomu 5, poziciji q21-23. U promotorskom
regionu CD14 gena je identifikovan polimorfizam rs2569190, koji predstavlja izmenu
citozina timinom (C/T) i1 nalazi se na 159-0j poziciji uzvodno od glavnog mesta
transkripcije. Dati polimorfizam je pozicioniran u blizini SP1 vezujuc¢eg mesta koje ima
glavni uticaj na ekspresiju CD14 receptora na monocitima, ali i u blizini CCAAT
vezujuceg mesta pojacivaca transkripcije (Holla i sar., 2002). Ovakva pozicija
rs2569190 polimorfizma ukazuje na potencijalno vaznu ulogu u promotorskoj aktivaciji
CD14 gena.

Genotipizacijom 152569190 polimorfizma CD14 gena u nasoj studijskoj grupi,
utvrdena je najviSa ucestalost heterozigotnog CT polimorfizma u grupi ispitanika sa
dijagnostikovanim oralnim lihen planusom, kao i u kontrolnoj grupi. Najvisa ucestalost
heterozigotnog genotipa potencijalno ukazuje na selekciono favorizovanje ,,srednjeg*
genotipa, takozvani heterozis. Moglo bi se pretpostaviti da je heterozigotni genotip imao
najvisu adaptivnu vrednost u odgovoru na sredinske faktore, pre svega interakcije sa
patogenima (Mason i sar., 2010), $to je uslovilo delovanje balansirane selekcije i
favorizovanja heterozigotnog genotipa, koji se u humanim populacijama javlja sa
najviSom ucestaloS¢u. Kada se podaci o =zastupljenosti genotipova proucavanog
polimorfizma CD14 gena u nasoj studijskoj grupi uporede sa podacima zastupljenosti
genotipova u Evropskoj populaciji (Slika 54), uocava se isti trend po pitanju ucestalosti.
Najvisa zastupljenost heterozigotnog genotipa je zabelezena i u ostalim populacijama

Sirom sveta (Slika 54).

138



Diskusija

CEU
HCB
YR
'I\'.:._:l.ll;"ll.
CHB
CHD
Gk

W
MEX
MEK

TSl

I

u ral

Slika 54. Procentualna zastupljenost genotipova polimorfizma rs2569190 CD14 gena u
razli¢itim populacijama sveta. (Braon-CC, zeleno-CT, plavo-TT, Preuzeto:

http://snpedia.com/index.php/Rs2569190)

U naSoj studiji nije uoCeno postojanje statisticki znacajne razlike u distribuciji
genotipova, kao ni alela izmedu grupe pacijenata i kontrolne grupe, §to je u skladu sa
nedavno objavljenim rezultatima u sluc¢aju oralnog karcinoma (Zeljic i sar., 2013).
Dodatno, proucavani polimorfizam nije bio u asocijaciji sa etioloskim i klinicko-
patoloskim odlikama grupe pacijenata. Rezultati adjusted i crude Odds Ratio analize su
zabelezili odsustvo povezanosti datog polimorfizma CD14 gena sa rizikom za razvoj
oralnog lihen planusa. Ovakvi rezultati su u skladu sa nedavno sprovedenom studijom
na grupi ispitanika sa dijagnostikovanim oralnim karcinomom iz Srbije (Zeljic i sar.,
2013), sto ukazuje na populacionu uniformnost u distribuciji genotipova i alela
rs2569190 polimorfizma CD14 gena. Uz Cinjenicu da se oralni lihen planus moze
razmatrati i kao premaligna lezija, podudarnost rezultata dobijenih za OLP i oralni
karcinom potvrduju da polimorfizam rs2569190 CD14 gena ne predstavlja faktor rizika
za razvoj navedenih oralnih patologija.

Utvrdeno je postojanje znacajne interakcije izmedu polimorfizam rs3804099
TLR2 gena, rs37715291 TLR3 gena i rs2569190 u CD14 genu, §to ne mora nuzno da
odslikava postojanje bioloSke interakcije (Zeljic i sar., 2013). U ovoj doktorskoj
disertaciji nije razmatrana interakcija izmedu proucavanih polimorfizama, $to bi moglo

biti testirano u predstoje¢im istrazivanjima.
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Prema podacima iz literature, poznato je da rs2569190 polimorfizam u CD14
genu moze uticati na nivo ekspresije (Mason i sar., 2010, Hold i sar., 2009). Dodatno,
pokazano je da osobe, koje su nosioci T alela imaju znac¢ajno visi nivo solubilnog CD14
receptora u poredenju sa nosiocima wild type C alela (Gibot i sar., 2002). Izucavanje
ekspresije CD14 gena kod pacijenata sa OLP-om bi trebalo imati u vidu prilikom
planiranja buducih istrazivanja, kao i utvrdivanje postojanja veze izmedu 1s2569190
polimorfizma i nivoa ekspresije CD14 gena.

Uvidom u literaturu nalazimo da je rs2569190 polimorfizam CD14 gena slabo
proucavan u genetickim studijama asocijacije generalno, pri ¢emu je najvise proucavan
u studijama povezanosti sa razvojem sepse i razli¢itih tipova kancera (oralni karcinom,
karcinom Zeluca). Bitno je napomenuti da je ovo prva studija u kojoj je prouCavana

povezanost datog polimorfizma CD14 gena i razvoja OLP-a (Stanimirovic i sar., 2013).
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Zakljucak

Iz rezultata dobijenih ovom doktorskom disertacijom se mogu izvesti sledeci

zakljucci:

4 Erozivne forme oralnog lihen planusa, erozivna i bulozna, se javljaju dva i po
puta ¢esce medu osobama koje konzumiraju alkohol u poredenju sa pacijentima koji ne
koriste alkohol. Ovakav nalaz bi se mogao objasniti Stetnim dejstvom koje alkohol ima
na oralnu mukozu i stvaranje lezija koje mogu predstavljati dodatni faktor rizika za

nastanak OLP-a.

v Kod pacijenata koji imaju lo$iju oralnu higijenu se erozivna forma oralnog lihen
planusa javlja oko dva puta CeS¢e u poredenju sa pacijentima sa dobrom oralnom
higijenom. Moguce objasnjenje je pojava deskvamativnog gingivitisa usled ¢ega pranje
zuba moze biti oteZano zbog gingivalnog bola i pojave krvarenja. Posledica ovakve
situacije je Cesto akumulacija zubnih naslaga koje mogu negativno uticati na razvoj

OLP-a.

v Erozivna forma oralnog lihen planusa se ceS¢e javlja kod pacijenata koji imaju
protetske nadoknade u poredenju sa pacijentima koji nemaju protetske nadoknade, Sto

moze biti objasnjeno Kebnerovim fenomenom.

v Utvrdeno je postojanje statisticki znacajne veze izmedu godina pacijenata i
klinicke forme oralnog lihen planusa. Mogli bismo pretpostaviti da uo¢ena znacajnost
ne poti¢e zapravo od direktne veze izmedu godina i klinicke forme OLP-a, ve¢ od
prisustva protetskih nadoknada, koje CeS¢e imaju stariji pacijenti. Protetske nadoknade
mogu biti jedan od uzro¢nika stvaranja mehanickih ozleda u oralnoj duplji i posledi¢no

mogu doprineti razvoju oralnog lihen planusa, posebno erozivne forme OLP-a.

v Utvrdeno je postojanje statisticki znacajne razlike u distribuciji genotipova
rs3804099 polimorfizma TLR2 gena izmedu grupe pacijenata sa dijagnostikovanim
oralnim lihen planusom i kontrolne grupe. Navedeni nalaz bi mogao da ukaze na
potencijalnu ulogu rs3804099 polimorfizma u podloznosti nastanka oralnog lihen

planusa.
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v Distribucija genotipova analiziranih polimorfizama u TLR2, TLR3, TLR4 i
CD14 genima u ovoj studiji, je u skladu sa ucestalo§¢u genotipova polimorfizama u

proucavanim razli¢itim populacijama sveta.

v Postojanje statisticki znaCajne razlike u distribuciji alela je uoceno samo u

slucaju 154986791 polimorfizma TLR4 gena.

v Polimorfizam rs3804099 u TLR2 genu je asociran sa poviSenim rizikom za
razvoj oralnog lihen planusa. UnoSenjem confounding faktora, kao $to su pol, godine,
pusenje i konzumacija alkohola u adjusted Odds Ratio analizu, statistiCka znaCajnost je
izgubljena, Sto ukazuje na znacaj koji confounding faktori imaju u razvoju oralnog lihen

planusa, a koje ne bi trebalo zanemariti u genetickim studijama asocijacije.

v Analizirani polimorfizmi u TLR2, TLR3, TLR4 i CD14 genima nisu asocirani sa
etioloskim faktorima (pol, godine, pusenje, konzumacija alkohola, prisustvo protetskih
nadoknada, prisustvo amalgama i drugih metala, Candida albicans), kao ni klinickom

formom oralnog lihen planusa.

v Mutirani genotip TT proucavanog polimorfizama rs5743312 u TLR3 genu je bio
asociran sa 15.9 puta povisenim rizikom za razvoj oralnog lihen planusa. Predvideni
geneticki model nasledivanja je recesivni, gde su heterozigotni CT i mutirani TT
genotip zdruzeno imali 15.6 puta visi rizik za razvoj OLP-a u poredenju sa wild type CC
genotipom. Navedeni polimorfizam bi se mogao razmatrati kao potencijalni molekularni

biomarker od znacaja za nastanak OLP-a.

v TLR3 15743312 1 1s3775291 polimorfizmi se nalaze u gametskoj neravnotezi
vezanosti u nasoj celokupnoj studijskoj grupi, kao i u kontrolnoj i grupi pacijenata sa

dijagnostikovanim oralnim lihen planusom.
v Identifikovani haplotipovi dvolokusnog sistema (rs5743312 i rs3775291) nisu

asocirani sa rizikom za nastanak oralnog lihen planusa, kao ni sa etioloSkim faktorima 1

klinickom formom oralnog lihen planusa.
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Zakljucak

v TLR4 154986791 i rs4986790 polimorfizmi se nalaze u gametskoj neravnotezi
vezanosti u celokupnoj studijskoj grupi, kao i u kontrolnoj i grupi pacijenata sa

dijagnostikovanim oralnim lihen planusom.

v Od ukupno Ccetiri identifikovana haplotipa dvolokusnog sistema (rs4986791 i
rs4986790), haplotip TA je statsisticki znacajno asociran sa 0.099 snizenim rizikom za
razvoj oralnog lihen planusa u poredenju sa najzastupljenijim CA haplotipom. Ovakav
nalaz ukazuje na skroman protektivni efekat koji TA haplotip ima u razvijanju oralnog
lihen planusa, ali efekat koji ne treba zanemariti, posebno u daljim opseznijim

analizama haplotipova TLR4 gena.

v Dalja istrazivanja koja bi obuhvatila ispitivanje ekspresije gena i citokina,
interakcije gena, kao i gena i spoljasnje sredine ¢e u predstoje¢em periodu dati dodatne
podatke uz koje bi se jos jasnije rasvetlila uloga koju polimorfizmi nukleotidne
sekvence u TLR2, TLR3, TLR4 i CD14 genima imaju u etiologiji i patogenezi oralnog

lihen planusa.

Sagledavajuci sveukupne rezultate izneSene ovom doktorskom disertacijom, moze
se zakljuciti da proucavanje polimorfizama gena, ¢iji su produkti ukljueni u urodeni
imunski odgovor, predstavlja znaCajan izvor informacija o razvoju oralnog lihen
planusa, koji moze dodatno rasvetliti etiopatologiju ove bolesti. Takode, bitno je
napomenuti da u dosadasnjoj naucnoj literaturi nije zabelezeno ispitivanje povezanosti
polimorfizama proucavanih gena sa oralnim lihen planusom, $to ovu doktorsku
disertaciju ¢ini pionirskom u datoj oblasti.

Prilikom planiranja nastavka ovog istrazivanja, bilo bi potrebno analizirati nivo
ekspresije TLR2, TLR3, TLR4 i CD14 gena, kao i nivo citokina i povezanosti sa do
sada proucavanim polimorfizmima navedenih gena. Pored toga, istrazivanja bi trebalo
usmeriti 1 ka proucavanja interakcije gena odnosno polimorfizama, kao i interakcije
gena sa faktorima spoljasnje sredine, ali i analizirati druge gene koji su ukljuceni u
urodeni imunski odgovor. Dodatna istrazivanja koja bi ukljucila navedene faktore ce
doprineti razumevanju uloge koji navedeni geni od znaCaja u urodenom imunskom

sistemu imaju u etiologiji oralnog lihen planusa.
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9. PRILOZI



Mpunor 1.

MU3jasa o ayTopcTBy

MoTtnucanu-a _Aparad M. CtaHumunposuh

6poj ynuca 2011

UsjaBmbyjem

[a je AOKTOpCKa AncepTalmja noa HacNoBOM

"UDRUZENOST POLIMORFIZMA GENA TLRs 2,3,4 i CD14 KOD BOLESNIKA SA
ORALNIM LIHEN PLANUSOM (OLP).”

Pe3ynTaTt CONCTBEHOT UCTPA*XMBAYKOTl paaa,

Ja npeasioXeHa gucepraumja y LeAWHU HU Yy AenoBuma Huje 6mna npepJioxeHa 3a
nobujarbe 6110 Koje gunaome npema CTyAUjCKMM NPOrpammuma 4pyrux BUCOKOLIKONCKUX
yCTaHoBa,

[a Cy pe3ynTaTv KOPEKTHO HaBeAeH! U

03 HUCaM KpLUMO/na ayTopCKa NpaBa U KOPUCTUO MHTENEKTYaNHy CBOjUHY APYTUX Anua.

MoTtnuc poKTropaHTa

Y beorpaay, 17.07.2014
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Mpunor 2.

M3jaBa 0 UCTOBETHOCTM WITAaMNAHE U e/IEKTPOHCKe Bep3uje
AOKTOPCKOr paaa

NUme n npesmme aytopa [AparadH M. CtaHumuposuh

bpoj ynuca__ 2011

CTyaujckm nporpam

Hacnos paga "UDRUZENOST POLIMORFIZMA GENA TLRs 2,3,4 i CD14 KOD BOLESNIKA SA
ORALNIM LIHEN PLANUSOM (OLP).”

MeHTop __Mpod. /busbaHa JaHkosuh

MNotnucaHn _ Aparad M. CtaHumuposuh

M3jaB/byjeM Jda je WTamMnaHa Bep3uja MOr AOKTOPCKOr paga MCTOBETHA €/1IeKTPOHCKOj
BEep3uju Kojy cam npegao/na 3a objaB/buBarbe Ha noprtany [AurutanHor penosutopujyma
YHuBepsuterta y beorpagy.

[o3BosbaBam ga ce objaBe MOju AMYHKM NoJauym Be3aHM 3a Aobujarbe akaJeMCKOr 3Bakba
[JOKTOpPA HayKa, Kao LWTO Cy MMe U Npe3nme, rogmHa n Mmecto pohersa 1 AaTym ogbpaHe pasa.

OBM INYHM NoZauM Mory ce 06jaBUTU Ha MPEXHUM CTPaHMLAMA aUrnuTanHe bubanoreke, y

eNeKTPOHCKOM KaTasory 1 y nybamnkaumjama YHmusepsuteTa y beorpaay.

Notnuc goKTopaHTa

Y beorpaay, 17.07.2014.
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Mpwunor 3.

U3jaBa o kopuwhemy

Osnawhyjem YHuBep3auTeTcky 6ubnmoteky ,Cseto3ap Mapkosuh” ga y [OurntanHu

peno3uTopujym YHuBep3uTeTa y beorpasy yHece Mojy AOKTOPCKY AucepTaLMjy nos, Hac/l0BOM:

”UDRUZENOST POLIMORFIZMA GENA TLRs 2,3,4 i CD14 KOD BOLESNIKA SA ORALNIM
LIHEN PLANUSOM (OLP).”

KOja je Mmoje ayTOpCKO aeno.

[vcepTaumjy ca cBUM Npuao3MMa Npesao/na cam y enekTpoHcKkom bopmaty norogHom
3a TpajHO apxusupatbse.

Mojy AOKTOPCKY AncepTaunjy noxparbeHy y JurutanHm penosmtopujym YHuUBepsuTerta y
Beorpagy mory Aa KopvcTe CBU Koju nowTyjy oapenbe cagpaHe y ogabpaHom Tvny anueHue
KpeatusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ognyymo/na.

1. AytopcTtBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEPUMjANHO

@AyTOpCTBO — HekomepuwmjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjANHO — AeNTU NOL UCTUM YC/IOBMMA

5. AytopcTBo — 6e3 npepase

6. AyTOpPCTBO — AENUTU NOS UCTUM YCNOBMMA

(Monumo pa 3aoKpy:uTe camo jegHy o, wecT noHyheHWUX AWULeHUM, KpaTak onuc

NYUEHUM A4aT je Ha nonehuHu auncra).

MoTnuc pokTopaHTa

Y beorpaay, 17.07.2014.

1. AytopctBo - [lo3BorbaBate YyMHOXaBawe, AUCTpubyuunjy u  jaBHO

caonwitaBawe gena, u npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaduH ogpefeH oA
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CTpaHe ayTopa wnu daBaoua nuvueHue, Yak u y komepumjanHe cepxe. OBo je
HajcnobogHuja of CBUX NULEHLM.

2. AyTopcTBO — HekomepumjanHo. [lo3sorbaBaTe yMHOXaBawe, ANCTPUOyLnjy 1
jaBHO caonwTaBawe Aena, 1 npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH
Of CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOSbaBa KoMepuujanHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekomepuumjanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBahsE,
anctpubyumjy 1 jaBHO caonwTaBake pJerna, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa wUNu
yrnoTpebe derna y CBOM fderny, ako Ce HaBede uUMme ayTopa Ha HadvH oapeheH o
CTpaHe aytopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He [03BoSrbaBa KomepuwmjanHy
ynoTpeby Aena. Y odHOCY Ha cBe ocTane NnuueHue, OBOM FMLUEHLIOM Ce orpaHuM4aBa
Hajsehun obum npaea Kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPLMjarnHO — AennTu nog UcTum ycnosmma. [lossorbaBaTe
yMHOXaBake, ANCTpMOBYLMjy 1 jaBHO caoniwiTaBawe Aena, n npepage, ako ce HaBeae
nMe ayTopa Ha HauuH ofpefeH oA cTpaHe ayTopa Wnv JaBaoua fvueHUe U ako ce
npepaga Auctpubympa nog WMCTOM MMM CrMYHOM nuueHuoMm. OBa nuvueHua He
[03BOrbaBa komepLujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [o3BorbaBate yMHOXaBake, OUCTPUBYLM)y 1
jaBHO caonwTaBake gena, 6e3 npomeHa, npeobnunkoBaka unn ynotpebe gena y cBom
Oeny, ako ce HaBede uMme ayTtopa Ha HauduH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua [03BorbaBa KoMmepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - OenuTu noAd UcTuMm ycnoBuma. [do3BorbaBaTe yMHOXaBame,
AncTpubyumjy 1 jaBHO caonwitTaBakwe Aena, 1 npepaje, ako ce HaBede Mme ayTopa Ha
HauH ogpeheH opf cTpaHe ayTopa unu faBaoua fuvueHue M ako ce npepaga
anctpubynpa nog WCTOM WMAM  CAMYHOM nuueHuoMm. OBa nuueHua [Jo3BOrbaBa
komepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnvyHa je copTBEpPCKMM nuvueHuama,

OHOCHO NnunueHuama oTBOpeHOor Koada.
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