
SVEUČILIŠTE U RIJECI

 MEDICINSKI FAKULTET

Mirta Kučan Moraal

RAZINA CITOKINA U SLINI BOLESNIKA 
S ORALNIM LIHEN PLANUSOM

MAGISTARSKI RAD

Rijeka, 2006.
Rad je izrađen na katedri za bolesti usta i parodonta i na katedri za bolesti zuba Studija

stomatologije Medicinskoga fakulteta, Sveučilišta u Rijeci  u sklopu projekta broj 0062058:

“Biološki učinci stomatološkoh materijala” pod vodstvom prof.dr.sc.Sonje Pezelj-Ribarić

Mentor: prof. dr. sc. Sonja Pezelj-Ribarić

Lektor: mr. sc. Mihaela Matešić
Rad sadrži:

85 stranica



25 slika 



16 tablica

Zahvaljujem svojoj mentorici prof.dr. sc. Sonji Pezelj-Ribarić na nesebičnoj pomoći

i razumijevanju te dragocjenim savjetima.

Velika hvala mojim najbližima, suprugu Robertu, sinu Arturu i dragoj mami na razumijevanju

i ljubavi koju mi pružaju svakog trenutka mog postojanja.

U sjećanje na mog dragog oca koji je bio i ostao moja zvijezda vodilja.

POPIS KRATICA

OLP

oralni lihen planus 

TNF

čimbenik tumorske nekroze (engl. tumor necrosis factor)

IL

interleukini

WHO

Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)
HIV

virus iz skupine retrovirusa (engl. human imunodeficiency virus)

HLA

glavni kompleks tkivne podudarnosti u čovjeka (engl. human leukocyte 


antigens)
CD

diferencijacijski biljezi (engl. clusters of differentiation)
RANTES
kemokin (engl. regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted)
TGF

transformirajući faktor rasta (engl. transforming growth factor)  

IFN

interferon

MMP

matriksna metaloproteinaza (engl. matrix metalloproteinase) 

MIF

čimbenik inhibicije migracije makrofaga

MHC

glavni kompleks gena tkivne podudarnosti

MAF

faktor aktivacije makrofaga 

SCC

skvamozni celularni karcinom

NK

stanice prirodne ubojice (engl. natural killer)

b-FGF
bazični faktor rasta fibroblasta
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1. UVOD 

1.1. Općenito o lihenu planusu


Oralni lihen planus (OLP) kronična je mukokutana autoimuna bolest čija je etiologija još uvijek nedovoljno razjašnjena. Bolest je prvi put opisao E. Wilson 1869. godine (1). Oralni lihen planus bolest je koja zahvaća muškarce i žene  srednje i starije životne dobi, a češće obolijevaju žene. Rasprostranjen je među svim rasama i na svim kontinentima i zahvaća 0,5 – 2 % ukupne populacije. Različite retrospektivne studije u nekoliko zemalja pokazuju malignu transformaciju OLP-a od 0 – 10 % (2). Bolest se može pojavljivati s kožnim i/ili oralnim promjenama. Oralne se promjene mogu pojavljivati istodobno s kožnim lezijama, ali se u čak 30 – 70 % slučajeva pojavljuju same za sebe. Naziva se i plurimukoznim lihenom jer se patološke promjene mogu javiti na sluznici usta, jednjaka, želuca i cerviksa uterusa bez promjena na koži. To su opisali još 1937. godine Gougerot i Burnier (3). Prisutnost lihena planusa na oralnoj i genitalnoj sluznici opisali su Pellise i sur. 1982. godine (4).

Lihen ruber planus manifestira se na koži i sluznicama, ali ne uzrokuje vidljive promjene na unutarnjim organima (5).

Andreasen je 1968. godine postavio jednu od klasifikacija te bolesti u kojoj oralne 

lezije grupira prema položaju u odnosu na oralnu sluznicu:


1. Lihen planus – patološke promjene u razini sluznice


2. Lihen bulosus – patološke promjene iznad razine sluznice


3. Lihen erosivus – patološke promjene ispod razine sluznice (1). 
1.2. Kliničke i oralne manifestacije lihena planusa

Oralni lihen planus (OLP) može se pojaviti kao samostalna bolest u 15 – 35 % slučajeva (6) ili u kombinaciji s kožnim lezijama.

U slučaju primarno kožnih lezija 50 – 65 % bolesnika imat će istovremeno i oralne manifestacije (7) dok će u slučaju primarno oralnih lezija njih 25 – 34 % imati istovremeno i
kožne promjene (8, 9).

Klinički je opisano šest kliničkih tipova oralnog lihena s kliničkom slikom koja omogućuje njihovo klasificiranje, a to su: retikularni (slika 1, 2, 3), erozivni (slika 8) ili ulcerozni, atrofični (slika 5, 6, 7), hipertofični, bulozni i pigmentirani (10). Mogući su i miješoviti klinički oblici poput retikularno-erozivni oblik lihena (slika 4). 
Oralne su promjene karakterizirane različitom kliničkom slikom što nam otežava postavljanje dijagnoze. Upravo zbog te raznovrsnosti, klasifikacija koju je dao Andreasen dijeli se dalje na:


– papularni oblik – koji karakteriziraju  pojave sitnih hiperkeratotičnih papula na 
bukalnoj sluznici 


– retikularni oblik – karakteriziraju Wickhamove strije na obrazu i jeziku te 
predstavljaju papule koje konfluiraju


– plakozni oblik – karakteriziraju hiperkeratotični plakovi na gingivi i dorzumu jezika


– anularni oblik – s erozivnim dnom koji ima uzdignuti hiperkeratotični rub


– bulozni oblik – karakterizira pojava bula ili vezikula ispunjenih bistrim


sadržajem i taj oblik je veoma rijedak


– ulcerozno-erozivni –  karakteriziran destrukcijom i pucanjem bula i to je čest


oblik čija je lokalizacija na oralnoj sluznici, gingivi, jeziku, nepcu i dnu usne šupljine 
– atrofični oblik – najčešće na dorzumu jezika i gingivi, a karakterizira ga atrofija i 
upala uz izrazito crvenilo (1). 
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Slika 1. Retikularni oblik lihena
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Slika 2. Retikularni oblik lihena 
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Slika 3. Retikularni oblik lihena 
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Slika 4. Retikularno-erozivni oblik lihena 
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Slika 5. Atrofični oblik lihena 
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Slika 6. Atrofični oblik lihena 
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Slika 7. Atrofični oblik lihena 
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Slika 8. Erosivni oblik lihena 
1.3. Etiologija OLP-a

Etiologija OLP-a još je uvijek nedovoljno razjašnjena te se smatra da međusobno djelovanje mnogobrojnih čimbenika može imati ključnu ulogu u nastanku bolesti (11).
Kroz mnogobrojne se studije lihen planus dovodi u vezu s nizom autoimunih poremećaja, ali i dalje je upitno naginju li bolesnici s lihenom više razvoju takvih bolesti ili su one s lihenom povezane etiološki (12). U patogenezi je prisutna stanično posredovana imuna disfunkcija (13). Lihen planus može se javljati u sklopu nekih autoimunih bolesti kao što su Sjögrenov  sindrom, reumatoidni artritis, sarkoidoza, autoimuni hepatitis, vitiligo i HIV (5, 10).

Uz pretpostavku da je oralni lihen posljedica imunološke reakcije u tkivu navode se i mnogi drugi mogući uzroci kao što su bakterijske, virusne i gljivične infekcije (14, 15, 16).
Ispitivanja antigena HLA i eventualne genetske predispozicije za nastanak OLP-a pokazali su da antigeni HLA: A3, A8, B5, B7, B8 mogu igrati određenu ulogu u nastanku te bolesti (17).

Pojedine komponente dentalnih materijala mogu biti mogući etiološki faktor koji izaziva alergijsku ili toksičnu reakciju i dovodi do lihenoidne reakcije čije lezije histološki i klinički 

nalikuju na OLP.  Bitno je razlikovati izoliranu erozivnu ili retikularnu leziju od lihenoidne reakcije na dentalni amalgam (18).

Lihenoidna reakcija na amalgam ne migrira i pojavljuje se na sluznici koja je u izravnom dodiru s ispunom te nestaje kada se ukloni amalgamski ispun (19). Nekoliko citoloških i histoloških studija pokazalo je promjene u stupnju keratinizacije i smanjenje keratiniziranog sloja kod pacijenata s parcijalnim metalnim protezama (20). Amalgamski ispuni u izravnom dodiru s oralnom sluznicom mogu promijeniti antigenocitnost bazalnih keratinocita tako da otpuštaju živu i druge metale kao korozivne proizvode (21).

Oralni lihen ruber etiološki se povezuje s nekim sistemskim bolestima kao što su diabetes mellitus, ostali hormonski poremećaji  i hipertenzija. To se naziva Grinspanov sindrom (22).

Kao mogući etiološki čimbenici navode se kronični aktivni hepatitis i primarna bilijarna ciroza (23).

Pojavu OLP-a mogu također izazvati mnogobrojni lijekovi, kao što su  tijazidi, diuretici, penicilin, streptomicin, salicilna kiselina, betablokatori i ostali. Drži se da lijekovi ne izazivaju pojavu lihena već samo lihenoidne reakcije koju je klinički i patofiziološki teško razlikovati od OLP-a. Razlika je u patohistološkoj slici odnosno u eozinofilima koji se vide kod lihenoidne reakcije budući da je to vrsta alergijske reakcije (5).

Stres, psihičke smetnje i anksioznost mogu biti povezani s nastankom OLP-a (24, 25, 26).

 1.4. Histopatološke karakteristike


Glavna je histopatološka značajka OLP-a subepitelna infiltracija limfocita i likvefakcijska degeneracija stanica bazalnog sloja. Najnovija histokemijsko-imunološka istraživanja te  istraživanja elektronskim mikroskopom pokazala su veliku subepitelnu i epitelnu infiltraciju CD4 + i CD8 + T stanica i da su infiltrati u kontaktu s dentritičnim stanicama i keratinocitima "in situ" (27).

U patohistološkoj se slici uočavaju hiperkeratoza, ortokeratoza, akantoza, intercelularni edemi, odebljanje granularnog sloja, što se klinički pojavljuje u obliku Wickmanovih strija, te epitelni produljci koji se nazivaju "zupcima pile". Prisutna je vakuolarna degeneracija bazalnog sloja epitela i vrpčasti subepitelni upalni infiltrat u lamini propriji . U subepitelnom upalnom staničnom infiltratu dominiraju limfociti, a u početku formiranja upalnog infiltrata prisutan je povećani broj Langerhansovih stanica. Posljedica je likvefakcijska degeneracija bazalnog sloja stanica i prisutne su apoptozom propale stanice bazalnog sloja koje se isprva vide kao koloidna tjelešca, a zatim prelaze u nitasta tjelešca koja se nazivaju Civatte tjelešca (5, 11).

Aktivni su sudionici oštećenja stanica bazalnog sloja citotoksični limfociti i mononuklearni fagociti koji se nalaze neposredno uz bazalnu membranu (5). Određene su varijacije u histološkoj slici prisutne kod različitih kliničkih oblika oralnog lihena. U retikularnom obliku upalni stanični inflitrat  ima oblik vrpce, a nalazi se neposredno ispod bazalne membrane, subepitelno, dok se kod erozivnog oblika upalni stanični infiltrat proteže duboko u 

vezivo tj. laminu propriju (10).

1.5. Patogeneza OLP-a


Najnovija istraživanja patogeneze oralnog lihena planusa ističu važnost imunoloških zbivanja i stanično posredovanoga imunološkog odgovora. Patogenetska se i imunološka zbivanja u OLP-u pokušavaju u literaturi objasniti dvjema hipotezama:

1. primarna imunološka reakcija uzrok je promjene i degeneracije keratinocita

2. alteracija keratonocita, kao posljedica djelovanja nepoznatih antigena i događaja,

rezultira promjenom antigena na keratinocitima, što stimulira imunološku 

reakciju.
Iako imunološki sustav funkcionira kao zaštita od štetnih utjecaja okoline, postoje uvjeti pod kojima efekti imunološkog sustava mogu oštetiti organizam domaćina uzrokujući autoimunosnu reakciju. Razlozi su neefikasna imunološka reakcija, prejaka imunološka reakcija ili stvaranje antitijela protiv vlastitoga (28).

Dokazano je da disfunkcija staničnoga imunološkog sustava ima ključnu ulogu u percepciji bolesti (29). Lihen planus se smatra rezultatom jednoga T-stanično posredovanoga imunološkog odgovora u kojem su bazalne epitelne stanice prepoznate kao strani antigen zbog promjene u antigenosti stanične površine (30).  Uzrok je toj imunološkoj destrukciji bazalnih stanica nepoznat. Nije poznato je li OLP jedna bolest ili nekoliko usko povezanih entiteta sa sličnim kliničkim pojavnostima.

Upalni je infiltrat u OLP-u sastavljen od limfocita i manjeg broja makrofaga. T-limfociti 

dominiraju nad B-limfocitima i CD 4 + T-stanice (pomoćničke) su češće nego CD 8 + T 

(citotoksično / supresorske)  stanice (31).

Walsh i sur. (32) navode da su CD 4 + T-limfociti dominantni u inicijalnim lezijama, dok su CD 8 + T-limfociti dominantni u uznapredovalim lezijama. To je u skladu s aktivacijom i funkcijom  CD 4 + T-limfocita koji prepoznaju antigen tijekom ranog stadija bolesti i uništavanjem stanica koje je potaknuto aktivacijom CD 8 +  T-limfocita u stadiju razvoja bolesti (32).

Najnovija istraživanja (Zhao i sur.) pokazuju povećanu gustoću mastocita u OLP-u. Otprilike  60 % čine degranulirani mastociti, u usporedbi s 20% u normalnoj obraznoj sluznici.

Degranulacijom mastocita u OLP-u se oslobađa lanac proupalnih medijatora kao što su TNF‑α, kimaze i triptaze. Smatra se da mastociti mogu imati ulogu u prekinuću bazalne membrane u OLP-u i da na taj način CD8+ citotoksični T-limfociti mogu ući u epitel (33).

Bolest ima kronični tijek, što se može objasniti interakcijom limfocita T i mastocita pomoću produkcije citokina, primjerice RANTES i TNF-α . RANTES receptori prisutni su na limfocitima T i mastocitima i zovu se CCR1, a TNF-α povećava izražavanje tih receptora.

Ta interakcija T-limfocita i mastocita dovodi do akumulacije upalnih stanica u OLP-u (33, 34). Humoralna imunost ima vjerojatno sekundarnu ulogu u odnosu na stanično posredovanu reakciju protiv bazalnih keratinocita (35).

Rabinovich i sur. (36) pronašli su povećanu količinu IgG i IgA u serumu pacijenata s OLP‑om. Povećana količina IgG i IgA u serumu može odražavati lokalnu mikrobiološku antigenu stimulaciju u OLP-u (37). 

1.6. Diferencijalna dijagnostika OLP-a


Detaljna dijagnostička obrada bolesnika s dijagnozom OLP-a veoma je bitna. Dijagnoza se postavlja na temelju anamneze, kliničke slike i patohistološke obrade.

 Dijagnoza OLP-a može se sigurnije postaviti kada su prisutne i karakteristične promjene na koži, ali to nije neophodno (38).

Osim retikularnog OLP-a kod kojega su pojave bijelih strija obostrano prisutne na obraznoj sluznici, u mnogim je slučajevima patohistološka pretraga tkiva lezije neophodna za postavljanje konačne dijagnoze (39). 
Oralni lihen planus ima kliničke sličnosti s drugim oralnim bolestima kao što su lupus erythematosus, oralna kandidijaza, lihenoidna displazija, lihenoidna reakcija te leukoplakija (5, 10). Diferencijalna dijagnostika erozivnog OLP-a uključuje skvamozni stanični karcinom, diskoidni lupus erythematosus, kroničnu kandidijazu, benigni pemfigoid mukozne membrane, pemphigus vulgaris, kroničnu iritaciju griženja obraza, eritema multiforme te lihenoidnu reakciju na dentalne amalgame i lijekove (39) .  

Bulozni lihen planus diferencijalno-dijagnostički dolazi u obzir kao druge vezikulobulozne bolesti npr. pemfigus i pemfigoid (40).

Jungell i sur.(7) ustanovili su pomoću elektronskog mikroskopa da se u oralnom lihenu uvijek vide promjene na bazalnoj membrani u obliku grananja, prekida i zadebljanja te da bazalne stanice pokazuju intenzivne citoplazmatske promjene sa znakovima degeneracije, za 

razliku od primjerice leukoplakije pri kojoj bazalna membrana uglavnom ima kontinuitet te bazalne stanice pokazuju umjerene citoplazmatske promjene bez znakova degeneracije .

Što se tiče imunološkog kriterija u razlikovanju  tipičnog OLP-a od leukoplakije poznato je da je u upalnom infiltratu lamine proprije kod OLP-a jasna dominacija T4-limfocita nad T8‑limfocitima za razliku od nalaza u leukoplakiji (41).

Biopsija i histološka obrada potrebne su za postavljanje konačne dijagnoze (42).

Histopatološka obilježja OLP-a su karakteristična, no unatoč tome neophodno je uzimati uzorak oralne sluznice biopsijom u svrhu postavljanja ispravne dijagnoze. To je točna, ali i invazivna metoda. Slina kao medij u dijagnostici još je uvijek nedovoljno iskorištena. Dostupna je i jednostavno se dobiva te bi se u budućnosti trebala više rabiti u dijagnostici mnogih stanja pa tako i promjena u usnoj šupljini. Laboratorijska dijagnostika uključuje testove upalne aktivnosti, određivanje brzine sedimentacije i C reaktivnog proteina, a njihove vrijednosti mogu i ne moraju biti povišene. Biokemijske pretrage uključuju ispitivanje indikatorskih enzima jetre i glukoze u krvi čiji povišeni nalazi mogu upućivati na aktivnu bolest jetre odnosno diabetes mellitus. Rade se i hematološke pretrage, a imunološke pretrage uključuju ispitivanje ukupnog udjela limfocita T i B te imunoglobulina seruma (IgG, IgM, IgA) (10).

1.7. Terapija OLP-a
U terapiji  se topikalno koriste steroidi koji su obično dovoljni u kontroli lezije i suzbijanju upale. U težim se slučajevima kada su lezije veće i rezistentnije koriste kortikosteroidi koji se ordiniraju u leziju ili sistemski. Lokalno se primjenjuju antiseptici, antibiotici i keratolitici (43). Kao alternativna terapija koriste se vitamin A i retinoidi koji su bitni u procesu epitelizacije patološki promijenjene sluznice (44). Često se retinoidi daju zajedno  sa kortikosteroidima koji se ordiniraju topikalno kao dodatna terapija. Retinoidi se mogu davati

sistemski ili topikalno, a topikalno nanošenje kreme ili gela pomaže kod velikog broja 

pacijenata s retikularnim i plakoznim oblikom OLP-a. Njihovo sistemsko davanje može

djelovati teratogeno i uzrokovati disfunkciju jetre i cheilitis. Neke studije su pokazale da

korištenje određenih antibakterijskih otopina za ispiranje usta prije uzimanja steroida mogu

pomoći da ne dođe do nastanka gljivične infekcije (5).  
Oralni lihen planus kronična je bolest koja ima svoje faze remisije i recidiva i zbog toga su potrebne redovite kontrole osnovne sustavne bolesti. Uz to potrebno je održavati stanje u usnoj šupljini primjenom odgovarajućih sredstava koja utječu na proces keratinizacije i na taj način produžavati vrijeme remisije (10). 
Svrha postojeće terapije je eliminirati mukozni eritem i ulceracije,olakšati simptome i  
reducirati rizik od nastanka oralnog karcinoma u bolesnika sa OLP-om (45).

U ovom kontekstu,medicinska terapija je ograničena na atrofične,erozivne,bulozne i 

simptomatske OLP lezije.

Imunosupresivnu terapiju može pratiti infekcija Candidom albicans te se ona kontrolira 

topikalno antimikoticima.

Bolesnicima sa OLP-om se savjetuje prestanak pušenja i uzimanja alkohola,kontrola postojećih ispuna,proteza i zuba koji moraju biti glatkih površina te ih treba podučiti dobroj oralnoj higijeni (46).
Ako postoje sistemski faktori u bolesnika sa lihenom kao što su diabetes,hipertenzija,stres, gastrointestinalni i hepatobilijarni problemi,potrebno ih je staviti pod kontrolu (47).
Citokinska i anticitokinska terapija je pokazala dobre rezultate u lječenju kroničnih 

autoimunih bolesti, a s obzirom da je OLP kronična bolest sa karakteristikama autoimunog

poremećaja i da TNF-α ima veoma bitnu ulogu u patogenezi same bolesti takva bi se terapija

mogla koristiti u budućnosti u tretiranju ove bolesti (48).
1.8. Oralni lihen planus kao potencijalna prekancerozna lezija 

Oralni se lihen planus prema kriterijima WHO iz 1978. godine smatra prekanceroznom lezijom usne šupljine,pa to zahtjeva veću pozornost u tretiranju te bolesti (11). Dijagnostika i kontrola OLP-a važne su zbog malignoga potencijala te bolesti. Tu teoriju podupire činjenica da je među oboljelima mali broj onih koji u anamnezi navode uobičajene čimbenike rizika (49). 

Od 1910. godine kada je Hallopean objavio prvi slučaj oralnog lihena planusa koji je maligno alterirao zabilježeno je mnogo sporadičnih slučajeva u literaturi, ali i interesantnih 

studija. Tovaru i sur. (50) su godine 1993. izvjestili o dva slučaja nastanka maligne transformacije. Prvi slučaj je žena nepušač i dijabetičar sa atrofičnim lezijom na jednoj i retikularnom lezijom na drugoj obraznoj sluznici, a drugi kod žene nepušača sa velikim ulceroznim, atrofičnim i retikularnim lezijama po čitavim ustima. Iste godine su Bernard i sur. (51) objavili o istraživanju 241 oboljeloga od OLP-a te su ustanovili učestalost maligne transformacije kod 3,7 % oboljelih. Silverman i sur.(52) su 1991 godine objavili rezultate istraživanja provedenih kod 214 oboljelih od OLP-a te opisali nastanak oralnog planocelularnog karcinoma kod petero oboljelih od kojih je samo jedan pušač i tako utvrdili učestalost maligne transformacije u 2,3 % slučaja.
Silverman (53) je 1997. godine izvjestio o provedenoj studiji koja je uključivala dvadeset i pet oboljelih sa dijagnozom OLP-a i kod 3 oboljela se razvio oralni planocelularni karcinom. Mignogna i sur. (2) godine su 2000. izvijestili o provedenom istraživanju kod 502 oboljelih sa potvrđenom dijagnozom OLP-a  koje su pratili u razdoblju od 5 godina. Opisali su razvoj oralnog skvamoznog staničnog karcinoma u 24 oboljelih odnosno 3,7%. 
Danas u literaturi postoje različita stavovi o tome je li zaista oralni lihen prekancerozna lezija.                                                                          Osnovni je preduvjet za malignu promjenu kod oralnog lihena lokalna imunološka reakcija koja se može odraziti na stanični ciklus, proteine stanične diobe, proteinske signale rasta potaknuvši slijed molekularnih zbivanja zbog čega dolazi do greške stanice i transformacije u oralni planocelularni karcinom. 
Problem ranog otkrivanja oralnoga planocelularnoga karcinoma u novije se vrijeme pokušava riješiti molekularno–genetičkim istraživanjima. Apoptoza je genetski kontrolirana smrt stanice, posredovana djelovanjem i međudjelovanjem proteina čiji genski proizvodi mogu poticati ili kočiti taj događaj. Promjene gena bitnih za nastanak zloćudnih lezija mogu biti rezultat genetske predispozicije ili somatskih mutacija koje dovode do tih promjena (16, 54, 55, 56). Zajednički signali različitih tumorskih inhibitora (TGF-β1, TNF-α, IFN-γ i IL-2) i promotora (MMP-9, MIF, keratinocitni TGF-β) mogu odrediti osjetljivost oralnih keratinocita na vanjske mutagene i mogu regulirati rast tumora i metastaza u OLP-u. Smatra se da je sluznica kod oralnog OLP-a osjetljivija na mutagene u duhanu, alkoholu, nekim biljkama za žvakanje i Candidu albicans (57). Osim stanica imunološkog sustava, stanica endotela, fibroblasta i epitelnih stanica citokine stvaraju i stanice oralnoga karcinoma. Nakano i sur. (58) pronašli su povećanu ekspresiju IL-6 i TNF-α u uzorcima oralnoga karcinoma. 
1.9. Citokini

Citokini su međustanični regulatorni proteini koji posreduju mnogim imunološkim i neimunološkim biološkim funkcijama (59). Izlučuju ih mnogobrojne stanice u organizmu, ali većinom imunološke i upalne stanice poput polimorfonukleara, makrofaga i limfocita. Izlučuju se i djeluju lokalno, a zbog kratkog poluvijeka života njihovo djelovanje brzo prestaje. Stoga citokine, kao i eikosanoide, mnogi smatraju lokalnim hormonima. Citokini se odlikuju pleotropizmom (jedan citokin djeluje na više vrsta stanica i ima više različitih učinaka) i redundancijom (isto djelovanje na stanicu može imati više citokina). Unatoč rendundanciji spektar je djelovanja pojedinog citokina jedinstven (60). Mnogi se citokini izlučuju i djeluju u kaskadi, odnosno jedan citokin potiče izlučivanje drugoga, no neki citokini koče izlučivanje prethodnih citokina u kaskadi (61). Da bi citokini djelovali na neku stanicu, ona mora imati odgovarajući receptor za pojedini citokin. Receptor na stanici može postojati ili se pojavljuje nakon određenog podražaja bilo hormonom, mitogenom, antigenom ili drugim citokinom. Može se pojaviti spontano tijekom staničnog ciklusa (62).

Citokini se dijele u 4 skupine: interleukini, interferoni, citoksini i čimbenici stimulacije kolonija. U novije su vrijeme otkrivene molekule manje molekulske mase od citokina koje se zovu kemokini (63). Kemokini su mali citokini koji potiču leukocitnu migraciju u upalna područja i reguliraju prolaz leukocita kroz limfatična tkiva (64).
Termin interleukin koristi se za citokine odgovorne za međustaničnu komunikaciju između leukocita. Veoma je dobro dokumentirana povezanost interleukina sa sustavnim upalnim bolestima ili patozama tkiva (65).

Interleukin 1(IL-1) primarno izlučuju monociti i makrofagi, ali ga u reakciji na različite infekcije, u autoimunim bolestima i imunološkim reakcijama izlučuju i ostale vrste stanica. 
Smatra se proupalnim citokinom. Potiče sintezu prostaglandina i na taj način ostvaruje mnogobrojne lokalne i sistemske učinke (66). IL-1 djeluje na imunološki sustav tako da sudjeluje u aktivaciji T i B stanica ili poticanjem sinteze drugih limfokina koji zatim djeluju na stanice T, B i NK (66).

IL-2 je imunopoticajni  citokin koji djeluje na različite aspekte specifične imunosti. Izlučuju ga CD4+ T-limfociti koji tek kad su stimulirani antigenom ili mitogenikom izražavaju visokoafinitetni receptor za IL-2 i u njegovoj prisutnosti proliferiraju. Osim toga IL-2 uzrokuje proliferaciju i povećava citotoksičnost NK stanica i limfocita T, koje postaju nespecifično citotoksične za mnoge tumorske stanice. IL-4, IL-5 i IL-6 bitni su za sazrijevanje aktiviranih limfocita B u plazma stanice i proizvodnju antitijela. Zajedno sa IL-10, IL-11 i IL-13 potiču reakcije humoralne imunosti. Te citokine izlučuje subpopulacija CD4+ T-limfocita koji se nazivaju Th2-limfociti (60). IL-12 usmjeruje imunološku reakciju u stanični oblik imunosti i on je Th1-citokin koji izlučuju monociti, makrofagi i dendritične stanice (60). Zajedno s IL-18 potiče sintezu IFN-γ u limfocitima T i B, NK-stanicama i makrofagima. 

Interferoni su skupina citokina koje izlučuju različite vrste stanica, a razlikujemo IFN-α, IFN‑β i IFN-γ. Njihovo je djelovanje protuvirusno, ali mogu kočiti razmnožavanje zdravih i tumorskih stanica te imaju mnogobrojne imunoregulacijske učinke.

IFN-γ aktivira makrofage (tzv. MAF ili faktor aktivacije makrofaga), NK stanice i pojačava izražavanje molekula MHC –I i MHC-II na makrofagima i drugim stanicama. Zajedno s IL‑12 inhibitor je humoralne imunosti (60).

Citoksini su citokini koji djeluju citotoksično na maligne stanice i unutarstanične parazite, a postoje TNF-α i TNF-β.

TNF-α (tumor nekrotizirajući čimbenik-α) ili kahektin izlučuju makrofagi, aktivirani T‑limfociti, keratinociti i Langerhansove stanice, a zbog svojih se mnogobrojnih bioloških učinaka smatra jednim od najvažnijih lokalnih humoralnih čimbenika u posredovanju i regulaciji imunoloških i upalnih reakcija u organizmu (67, 68, 69). TNF-α potiče otpuštanje neutrofilnih leukocita iz koštane srži, kemotaksiju, adherenciju za endotel i njihovu aktivaciju. Osim toga uz IFN-γ jedan je od najvažnijih aktivatora makrofaga koji pod utjecajem TNF-α postaju toksični za unutarstanične parazite i maligne stanice. Receptor za TNF-α sastoji se od dvaju tipova proteinskih receptora: tipa I (p55) i tipa II (p75). Vezanjem za receptore tipa I ostvaruje se većina učinaka TNF-α, a vezanjem za receptore tipa II stimulira se proliferacija timocita i citotoksičnih limfocita (60). Antigeni najčešće ne dolaze samostalno u dodir s limfocitnim receptorima, već ih limfocitima predočuju neke druge stanice imunog sustava koje nazivamo predočne stanice. Te stanice fagocitiraju i prerađuju antigen koji zajedno s antigenima tkivne podudarnosti (MHC) vlastitog organizma predočavaju T-limfocitima koji imaju specifični receptor za antigen. MHC ili kompleks gena tkivne podudarnosti u ljudi naziva se HLA.

Postoje dvije vrste molekula MHC odnosno membranskih proteinima:

1. MHC skupine I, njih prepoznaju CD8+ citotoksični T-limfociti

2. MHC skupine II koje udružene sa stranim peptidima na predočnim stanicama 

    prepoznaju CD4+ pomoćnički  T-limfociti (60)
Smatra se da kod oralnog lihena planusa Langerhansove stanice ili keratinociti  prezentiraju antigene CD4+ T-limfocitima koji izlučuju IL-2 i IFN-γ te aktiviraju CD8+ citotoksične limfocite koji izlučuju TNF-α i IL-6. To su proupalni citokini koji potiču upalni odgovor.

Osim toga TNF-α potiče apoptozu keratinocita i tako doprinosi citotoksičnom efektu CD8+  limfocita koji ima zadatak uništiti ciljnu stanicu (70). Nakon aktivacije, nezreli CD4+ limfociti T proliferiraju i razvijaju se u jednu od dvije funkcijske subpopulacije – Th1 i Th2. Oni nemaju specifični biljeg već se prepoznaju prema vrsti citokina koje izlučuju nakon dodira s antigenom ili nespecifičnim aktivatorima T‑limfocita i ovisno o vrsti citokina koji se
oslobađaju nastat će lokalna ili proširena stanična ili antitijelima posredovana antikeratinocitna autoimuna reakcija (57).

Pod utjecajem TNF-α koji izlučuju keratinociti ili T-limfociti upalnog infiltrata, Langerhansove stanice bit će potaknute da migriraju u susjedne limfne čvorove. Iako broj Langerhansovih stanica prisutnih u epitelu kod OLP-a nije veći od njihova broja u normalnoj oralnoj sluznici, one imaju veći stupanj aktivacije i zbog toga je povećan njihov promet između oralne sluznice i limfnih čvorova (71).

TNF-α, IFN-γ i drugi citokini oslobođeni u upalnom infiltratu imaju ulogu u migraciji  limfocita iz cirkulacije u subepitelni upalni infiltrat tako da potiču izražavanje adresin-tipa adhezivnih molekula na krvnim žilama u napadnutoj oralnoj sluznici i te molekule usmjeravaju limfocite u tkivo u kojem je prisutan antigen (71). TNF-α, IL-1 i IL-8 pokazuju sposobnost  aktivacije matriksnih metaloproteinaza (engl. MMP = matrix metalloproteinase) kojima je osnovna funkcija proteolitička degradacija vezivnog tkiva. MMP-9 može  u OLP leziji uzrokovati prekinuća epitelne bazalne membrane koja više ne može proizvoditi signale za preživljavanje keratinocita i kroz ta puknuća mogu proći antigen-specifični CD8+ citotoksični limfociti u epitel gdje dodatno nastavljaju apoptozu keratinocita (57).

Čimbenici stimulacije kolonija potiču rast i diferencijaciju kolonija hematopoetičkih stanica “in vitro” i njima pripadaju IL-3 i IL-7.
Od  ostalih citokina važni su i TGF-β(transformirajući čimbenik rasta) koji inhibira rast i aktivnost mnogih imunosnih stanica i djeluje protuupalno te MIF(čimbenik inhibicije migracije makrofaga).

MIF stimulira proliferaciju tumorskih stanica, dok neutralizacija MIF-a koči rast tumora. Osim toga, MIF koji izlučuju T-limfociti i makrofagi smanjuju transkripcijsku aktivnost  p53 tumor-supresorskog proteina čija je funkcija spriječavanje mnogih tumora, uključujući i  skvamozni celularni karcinom (SCC). 
Blokada funkcije p53 na keratinocitima putem MIF-a može dopustiti  mutaciju gena i tako dovesti do razvoja karcinoma u OLP-u (72, 73).

TGF–β1 prisutan je u subepitelnom limfocitnom infiltratu u leziji OLP-a (57). TGF koji izlučuju T-limfociti može zaustaviti rast i potaknuti diferencijaciju i apoptozu keratinocita oralne sluznice te tako spriječiti formiranje tumora (74). TGF-β1 ima imunosupresivno djelovanje tako da se upleće u prezentaciju antigena i time smanjuje proliferaciju, diferencijaciju T-limfocita te sekreciju citokina. Osim toga, smanjuje sekreciju IL-12 i tako sprječava Th1 diferencijaciju CD4+T-limfocita, sekreciju IFN-γ i citotoksični T-stanični 

odgovor (75).
1.10. Slina kao dijagnostički medij

Slina je kompleksna tekućina koja se sastoji od sekreta triju glavnih žlijezda slinovnica i malih žlijezda slinovnica, gingivne tekućine, bakterijskih produkata, epitelnih stanica te ostataka hrane (76). Uz to sadrži minerale, elektrolite, pufere, enzime i njihove  inhibitore, faktore rasta, citokine, imunoglobuline, mucine i druge glikoproteine (77, 78).
Iako se slina sastoji većinom od vode, ima bitnu fiziološku ulogu u podmazivanju i reparaciji oralne sluznice, formiranju i gutanju zalogaja i kontroli orofaringealne mikrobne populacije.

Razne komponente u slini ne samo da štite integritet tkiva u usnoj šupljini već i omogućavaju otkrivanje lokalnih i sistemskih bolesti i stanja. Slina je naročito korisna u kvalitativnoj dijagnostici otkrivanja prisutnosti ili odsutnosti određenih markera što je bitno u otkrivanju 
virusnih infekcija (HIV, hepatitis), nekih nasljednih (cistična fibroza), autoimunih bolesti (Sjögrenov sindrom) te malignih bolesti (79). Primjerice, p53 je tumor supresor protein i antitijela protiv njega su pronađena kod pacijenata sa skvamoznim staničnim karcinimom u usnoj šupljini što može uvelike pomoći u ranom otkrivanju i praćenju ove bolesti (80).  

Nekoliko je izvještaja koji pokazuju moguće korištenje salivarne koncentracije kreatinina u otkrivanju bubrežnih bolesti (81).
Slina je također koristan medij za otkrivanje određenih oralnih bolesti te za praćenje razine nekih lijekova i hormona. Određeni testovi na antitijela u slini (za viruse i bakterije), steroidne
hormone (napr.estrogen, progesteron i testosteron), toksine iz okoline (kadmij, živa), tabako i 

određene lijekove (etanol, litij) su u dovoljnoj mjeri osjetljivi da točno odražavaju njihovu

koncentraciju u krvi (82).
Kvalitativne promjene u sastavu sline nam daju informacije vezane za dijagnozu određenih 
bolesti u usnoj šupljini. Primjerice, povećana razina albimina u čitavoj slini je pronađena u 

pacijenata koji su primili kemoterapiju i u kojih se kasnije razvio stomatitis što je koristan 
marker u predviđanju ove oralne komplikacije.

Povećana razina salivarnih nitrata i nitrita te smanjena aktivnost nitrat reduktaze je pronađena

u pacijenata sa oralnim karcinomom u odnosu na zdrave ispitanike.
Otkrivanje povećanog broja određenih bakterijskih vrsta u slini je povezana sa povećanom mogućnošću nastanka karijesa i sa prisutnošću karijesa korijena zuba (79). 
Slina se može sakupljati sa i bez stimulacije, a jedna od najboljih metoda sakupljanja nestimulirane sline je kada ispitanik iskašljava slinu u sterilnu mjernu epruvetu (83).
Sakupljanje stimulirane sline se vrši pomoću žvakanja ili stimulacije okusnih pupoljaka.
Za istraživanja se često koristi metoda sakupljanja čitave nestimulirane sline,WUS (engl. whole unstimulated saliva) kojom se slina ne sakuplja iz samo jedne manje ili veće žlijezde

slinovnice već se definira kao tekućina iz cijelih usta (84).
Iako WUS pokazuje lokalno i sistemsko patofiziološko stanje u trenutku uzimanja sline u ustima neki čimbenici kao što su hiposalivacija u postarijih pacjenata, korištenje nekih ljekova, upala periodonta te osjećaj straha i neugode mogu utjecati na dobivene rezultate istraživanja (48).  
Zbog povezanosti oralnog zdravlja i zdravlja u cijelosti, kliničari u većoj mjeri koriste slinu 

kao dijagnostičko sredstvo iako se smatra da ona nije dovoljno iskorištena u te svrhe (82, 85).

U prošlosti serum je bio najčešće korišteno dijagnostičko sredstvo, ali slina ima mnogo prednosti nad serumom ili mokraćom.

U kliničkom radu ili laboratoriju slina se lako sakuplja u dovoljnoj količini za izvođenje različitih testova. Ta testiranja imaju određene prednosti nad testiranjima u serumu jer se slina može prikupljati neinvazivno i zato se može spriječiti uplašenost, nemir i nelagoda koju pacijent osjeća kada se rabe druge pretrage (86).

Citokini sudjeluju u patogenezi mnogih oralnih bolesti kao što su bakterijske, gljivične  i virusne infekcije te u patogenezi imunoloških bolesti usne šupljine i nastanku prekanceroznih 

lezija.

Istraživanja su pokazala značajno povećanje IL-6 i IL-2 u slini bolesnika sa Sjogrenovim sindromom i smanjene vrijednosti IL-2 upotrebom pilokarpinske terapije (87).
U slini HIV pozitivnih pacijenata u kojih je prisutna oralna kandidijaza su pronađene povišene vrijednosti IFN-gama u odnosu na HIV pozitivne pacijente sa zdravim ustima koji

su imali slične vrijednosti kao u onih kontrolne grupe.
Osim toga povišene vrijednosti IFN-γ pronađene su u slini HIV pozitivnih pacijenata u kojih 

je prisutna vlasasta leukoplakija u usporedbi sa HIV pozitivnim pacijentima urednog nalaza u 
usnoj šupljini (88).

U slini oboljelih od rekurentnih aftoznih ulceracija koje nastaju kao posljedica destruktivne autoimune reakcije opisane su snižene vrijednosti vaskularnog endotelnog faktora rasta (VGEF), citokina koji sudjeluje u angiogenezi i cijeljenju (89).
Pronađene su povišene koncentracije citokina IL-6 i b-FGF (bazični faktor rasta fibroblasta)
u slini oboljelih od Sjögrenovog sindroma kao i u slini oboljelih od oralnog karcinoma (90).
Bazični faktor rasta fibroblasta (bFGF) je bitan u zacijeljivanju rane i tkiva, a pronađene su značajno više vrijednosti bFGF u slini pacijenata s OLP-om nego u slini zdravih osoba 

kontrolne grupe (91).  
2. SVRHA ISTRAŽIVANJA
U dijagnostičkom postupku oralnog lihena neophodno je kliničku dijagnozu potvrditi patohistološkim nalazom. Ostaje otvoreno pitanje je li moguće kliničku dijagnozu potvrditi i nekim drugim dijagnostičkim postupkom osim iz bioptiranog materijala. Svrha ovog rada bila je ispitati mogućnosti dokazivanja određenih proupalnih medijatora u cjelokupnoj nestimuliranoj slini koji bi mogli biti pokazatelji kliničkog stupnja upale. Postoje različiti klinički oblici oralnog lihena a retikularni i atrofični oblik su predstavnici dvije osnovne skupne. Do sada su učinjene brojne studije koje se bave raspodjelom na bioptiranom materijalu, ali je slina kao dijagnostički medij još uvijek nedovoljno iskorištena u svrhu samog potvrđivanja bolesti. Zbog različitosti u samom kliničkom stupnju upale i hiperkeratoze u istraživanje su uključenja dva osnovna klinička oblika: retikularni i atrofični. S obzirom na sve veće mogućnosti korištenja sline kao dijagnostičkog sredstva zbog dostupnosti i neinvazivnosti same pretrage, svrha ovog istraživanja bila je :

1. Odrediti razinu salivarnih citokina IL-2 i TNF-alfa u skupini bolesnika s kliničkom dijagnozom lihen planus – retikularni oblik  u odnosu na zdravu skupinu.

2. Odrediti razinu salivarnih citokina IL-2 i TNF-alfa u skupini bolesnika s kliničkom dijagnozom lihen planus – atrofični oblik u odnosu na zdravu skupinu.

3. Usporediti razinu navedenih citokina kod različitih tipova bolesti i različitim regijama sluznice.

4. Usporediti razinu navedenih citokina u odnosu na stupanj upale i stupanj hiperkeratoze.

5. Usporediti razinu ovih citokina u odnosu na dob i spol pacijenata.

3. ISPITANICI I POSTUPAK

3.1. Ispitanici

U ispitivanje je bilo uključeno 60 ispitanika. Ispitanici su bili podijeljeni u tri skupine. Prvu skupinu činilo je 20 ispitanika s kliničkom dijagnozom lihen planus – retikularni oblik. Dijagnoza je postavljena prema kliničkoj slici i histopatološkom nalazu. 
Drugu skupinu činilo je 20 ispitanika s kliničkom dijagnozom lihen planus – atrofični oblik. U toj je skupini dijagnoza također učinjena na osnovi kliničke slike i histopatološkog nalaza.

 Kontrolna je skupina bila sastavljena od 20 ispitanika bez patoloških promjena i simptoma na oralnoj sluznici. Svi bolesnici liječeni su na Stomatološkoj poliklinici Medicinskoga fakulteta u Rijeci (ambulanata za oralnu patologiju), a kontrolna je skupina odabrana iz ambulante za dentalnu patologiju. Svi ispitanici bili su u starosnoj dobi od 45 do 65 godina starosti.

Kriteriji za izbor ispitanika u ovo istraživanje bili su:

1. Nazočnost kliničkih pojavnosti oralnog lihena rubera

2. Nazočnost patohistoloških obilježja OLP-a prema kriterijaima WHO

3. Negativan nalaz mikrobioloških testova na Candidu albicans sa lezije.
Svi ispitanici s OLP-om imali su samo oralne pojavnosti bez popratnih kožnih promjena.

U svrhu potvrđivanja kliničke dijagnoze kod svakog ispitanika uzeti su biopsijski uzorci iz lezija. Biopsijski su uzorci uzeti s oralnih lezija na granici zdravog i bolesnog tkiva. Sluznica tog područja prethodno je anestezirana 2%-nim Xylocainom bez vazokonstriktora. Biopsijski uzorak bio je veličine oko 4,5 cm2  i debljine 2-3 mm.
U patohistološkom nalazu uočena je hiperkeratoza, ortokeratoza, akantoza, intercelularni edemi, odebljanje granularnog sloja i te epitelni produljci koji se nazivaju "zupcima pile". Bila je nazočna vakuolarna degeneracija bazalnog sloja epitela i vrpčasti subepitelni upalni infiltrat u lamini propriji. U retikularnom obliku upalni stanični inflitrat bio je u  obliku vrpce, i uočen je neposredno ispod bazalne membrane. Kod atrofičnog oblika lihena upalni stanični infiltrat dosezao je i u dublje dijelove lamine proprije.

Svi ispitanici imali su samo oralne manifestacije bez popratnih kožnih promjena.

	gingiva
	sluznica usana
	alveolarna sluznica
	obrazna sluznica

	13

	2
	7
	18


3.2. Klinička oralna testiranja

Uzimanju biopsijskog materijala za morfološku analizu prethodila je klinička registracija stupnja upalne reakcije i hiperkeratoze u oralnim lezijama na temelju kvalitativnog prosuđivanja intenziteta bolesti.
Upalna reakcija

Procjena intenziteta upalne reakcije izvršena je kliničkim oralnim testiranjem i ocijenjena stupnjevima od 1-3 (92):
Stupanj 1- označuje optički tek vidljivu upalnu reakciju odnosno lokaliziranu promjenu boje oralne sluznice u crvenu slabog intenziteta i manjeg opsega.

Stupanj 2- označuje srednji intenzitet upalne reakcije između stupnja 1 i 3

Stupanj 3- označuje proširenu upalnu reakciju jakog intenziteta, izrazito crvene boje koja je zahvatila šire područje oralne sluznice.

Hiperkeratoza

Intenzitet hiperkeratotične zone na oralnoj sluznici procijenjen je na temelju promjene boje sluznice u bjelkasto-sivu i veličine lezije stupnjevima od 1-3 (92):
Stupanj 1 označava slabu hiperkeratozu koja je po boji bjelkasto-siva i jedva se zapaža na oralnoj sluznici, a po opsežnosti ne zauzima prostor veći od 5 mm2.
Stupanj 2 označava hiperkeratozu koja je vidljiva promijenom boje u bijelo-sivu i zahvaća površinu sluznice u opsegu od 5 mm2 do 10 mm2.
Stupanj 3 označava hiperkeratotičnu zonu intenzivno bijele boje, a po površini zauzima  više od 10 mm2.

Trajanje bolesti

Kod svih ispitanika bilježeno je i trajanje bolesti koje se kretalo od 6 do 24 mjeseci od pojave prvih subjektivnih simptoma neugode, bockanja i stezanja oralne sluznice na mjestu lezije i/ili uočavanja prvih promjena na sluznici do uzimanja biopsijskog materijala. Trajanje bolesti bilježeno je pri prvom pregledu u akutnom stadiju bolesti. Svi ispitanici u vrijeme uzimanja biopsijskog uzorka nisu bili pod terapijom. 
3.3. Postupak rada

Uzimanje uzoraka sline
 
Sakupljani su uzorci nestimulirane sline kod svih triju skupina ispitanika. Uzorci sline uzimali su se uvijek u razdoblju između 10 sati ujutro i 13 sati, odnosno par sati nakon uzimanja obroka. Uzimanje hrane neposredno prije davanja uzoraka moglo bi uzrokovati lučenje stimulirane sline, pa je iz tog razloga bio odabran ovaj vremenski period.  Ispitanici su skupljenu slinu izbacivali u sterilnu mjernu epruvetu tijekom 5 minuta. Nakon toga uzorci su do provođenja analize bili pohranjeni na temperaturi od -80ºC. Prije početka istraživanja smrznuti uzorci otapani su 30 minuta.
Određivanje koncentracije proupalnih medijatora IL-2 i TNF-α
Koncentracije citokina IL-2 i TNF-α  u slini određivale su se metodom enzimoimunotesta (EIA) na Zavodu za histologiju i embriologiju Medicinskogt fakulteta Sveučilišta u Rijeci. Pri tome su rabljeni standardizirani kitovi  (Immuno-Biological Laboratories, Hamburg: IL-2 kit, Cat. No: BE 530 61 i IL-2 kit Cat. No: BE 530 21). Specifična monoklonska antitijela visokog afiniteta u kombinaciji s biotin-avidin amplifikacijskim sistemom osiguravaju visoku osjetljivost testa, pa je moguće određivanje vrlo niskih koncentracija citokina (pg/ml).

Određivanje razine IL-2 i TNF-α u uzorku sline temelji se na uporabi monoklonskih protutijela za IL-2 i TNF-α  koja se kompetitivno vežu za IL-2 i TNF-α. Istraživanje se temelji na “sendvič”-enzimoimunotestu. U tu je svrhu rabljena mikrotitracijska pločica s 96 zdenaca ravnog dna na kojoj su adsorbirana specifična monoklonska protutijela te je učinjen eksperiment kako slijedi:

1. Pripremljeni su reagensi.
2. Mikrotitracijska ploča na kojoj su adsorbirana monoklonska antitijela isprana je dvaput s 300 μl pufera za ispiranje po jažici.
3. Dodano je 100 μl Assay buffera u svaku jažicu. 
4. Pripremljeni su standardi.
5. Dodan je uzorak; 50 μl po jažici.
6. Nakon dodavanja 50 μl biotin-konjugata u svaku jažicu, mikrotitracijska ploča prekrivena je metalnom pločicom i stavljena na miješalicu te inkubirana na sobnoj temperaturi 2  sata.

7. Mikrotitracijska ploča isprana je na ispiraču 4 x s 300 μl pufera za ispiranje.
8. Dodano je 100 μl pripremljenog Streptavidin-HRP u svaku jažicu. Sve je prekriveno metalnom pločicom i inkubirano na miješalici 1 sat.

9. Mikrotitracijska ploča isprana je na ispiraču 4 x s 300 μl pufera za ispiranje
10. Pipetirano je 100 μl otopine supstrata TMB u svaku jažicu i inkubirano na miješalici 20 minuta, zaštićenoj od svjetla. Dodavanjem supstrata dolazi do promjene boje uzoraka, što je pokazatelj različite koncentracije interleukina u uzorcima.

11.Dodana je Stop otopina u svaku jažicu, da bi se zaustavla enzimska reakcija.

12. Adsorbcija u svakom uzorku izmjerena je u spektrofotometru (Stat fax 2600 Awareness Techology Inc, San Francisco, CA, USA) na valnoj duljini od 450 nm, a izmjerene vrijednosti poslužile su za izradu standardne krivulje koja je tipična za ispitanu mikrotitracijsku pločicu. 

Koncentracija IL-2 i TNF-α (pg/ml) izračunata je standardnom krivuljom i jednadžbom pravca y=ax+b

3.4. Statistička obrada podataka 

Statistički su obrađene tri skupine: prvu skupinu sačinjavalo je 20 zdravih ispitanika. U drugu skupinu pripadalo je 20 ispitanika s retikularnim tipom OLP, te je u trećoj skupini  bilo 20 ispitanika s atrofičnim oblikom OLP. 

Pri obradi korištene su deskriptivne i analitičke metode, svrsishodne u području biomedicinske statistike. Normalnost raspodjela ispitanika ispitana je Kolmogorov-Smirinovim testom za normalnost, te su prema određenim statističkim značajnostima izračunate mjere centralne tendencije i pripadne mjere varijabilnosti. Deskripcije ispitanika učinjene su kao raspodjele prema životnoj dobi i spolu. 

U komparacijskoj analizi između pojedinih skupina prema ispitivanim čimbenicima:  TNF-alfa i IL-2 korišten je Kruskall-Wallis test, te kao post-hoc Mann-Whitney test. Razlike u učestalosti javljanja kategorijskoh vrijednosti upale i hiperkeratoze utvrđene su hi-kvadrat testom. Dodatno, su učinjene korelacijske analize između pojedinih čimbenika i životne dobi, te između pojedinih čimbenika i vremena trajanja bolesti pomoću Pearsonovog koeficijenta korelacije.

 Za navedene deskripcije i analize korišten je statistički program Statistica 6.1. (Stasoft). 
4. REZULTATI
Dob

Tablica 1. Raspodjela ispitanika prema životnoj dobi u pojedinim skupinama

	Skupina
	Dob/ godine
	statistika

	
	x
	SD
	95% CI
	 F=0,78; p=0,463

	Retikularni oblik OLP
	54
	6
	51-57
	

	Atrofični oblik OLP
	53
	7
	50-56
	

	Kontrola
	52
	6
	49-54
	


Životna dob je normalno raspodjeljena  Kolmpgorov -Smirinov test p>0,20.

Nema značajne razlike između skupina prema životnoj dobi (F=0,78, p=0,463). Ispitanici prve skupine su neznačajno stariji od ostale dvije skupine.

Spol   
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Slika 9. Raspodjela ispitanika prema spolu u skupinama
Hi kvadrat= 5,71 p=0,057. Nema razlike po spolu između skupina. U oboljelim skupinama ima više žena, ali je neznačajna razlika. 

TNF-alfa
TNF- alfa raspodjela vrijednosti nije normalna. Kolmogorov-smirinov test p<0,05. Mjere centralne tendencije su medijani i mjere rasapa su kvartile ili percentili.
Tablica 2. Vrijednosti TNF-alfa određena u pojedinim skupinama
	Skupina
	TNF- alfa (pg/ml)
	statistika

	
	median
	IQR
	10th-90 th percentila
	 p<0,001

	Retikularni oblik OLP
	0,137
	0,095-0,218
	0,012-0,333
	

	Atrofični oblik OLP
	0,271
	0,037-0,400
	0,003-0,694
	

	Kontrola
	0,022
	0,004-0,04
	0,000-0,066
	


Kruskal.Wallis testom izračunata je statistički značajna razlika vrijednosti TNF- alfa (p<0,001). Skupina u kojoj su ispitanici s atrofičnim oblikom OLP ima značajno veće vrijednosti TNF-alfa u usporedbi s vrijednostima TNF- alfa određenim u zdravoj skupini ispitanika (p<0,001). Vrijednosti TNF- alfa između oboljelih skupina: skupine s retikularnim oblikom OLP i skupine s atrofičnim oblikom OLP neznačajno se razlikuju (p=0,285). TNF-alfa u skupini s atrofičnim oblikom OLP značajno je veći od vrijednosti određenih u kontrolnoj skupini (p<0,001).  

IL-2

Tablica 3. Vrijednosti IL-2 određena u pojedinim skupinama
	Skupina
	IL-2 (pg/ml)
	statistika

	
	median
	IQR
	10th-90 th percentila
	 p<0,001

	Retikularni oblik OLP
	0,033
	0,009-0,130
	0,004-0,185
	

	Atrofični oblik OLP
	0,235
	0,044-0,299
	0,004-0,555
	

	Kontrola
	0,009
	0,004-0,030
	0,000-0,044
	


Vrijednosti IL-2 određene u ispitanika kontrolne zdrave skupine značajno su manje od vrijednosti određenih u skupini oboljelih s retikularnim oblikom OLP (p=0,015), te u skupini oboljelih s atrofičnim oblikom OLP (p<0,001). Dodatno je utvrđena značajna razlika vrijednosti IL-2 između oboljelih skupina: skupina s atrofičnim oblikom OLP ima značajno veće vrijednosti IL-2 od vrijednosti IL-2 određenih u skupini s retikularnim oblikom OLP (p=0,033).

Test upale  
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Slika 10. Raspodjela vrste testa upale prema obliku OLP
U ispitanika s retikularnim oblikom OLP vrste testova upale podjednako su zastupljene. U skupini s atrofičnim oblikom OLP viši je test upale 2. Međutim ove razlike u broju javljanja pojedinih vrsta testova upale su neznačajne (hi kvadrat=1,01; p=0,605).
Test hiperkeratoze
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Slika 11. Raspodjela vrste testa hiperkeratoze prema obliku OLP
Test hiperkeratoze 2 se najčešće javlja u skupini s atrofičnim oblikom OLP. Nema značajne razlike u učestalosti javljanja određenog tipa testa hiperkeratoze između skupina oboljelih s retikularnim oblikom OLP i oboljelih s atrofičnim oblikom OLP (hi kvadrat=1,92; p=0,382).
Lokalizacija
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Slika 12. Raspodjela mjesta javljanja patoloških promjena u skupinama oboljelih s retikularnim i atrofičnim oblikom OLP. 

Određena je značajna razlika učestalosti javljanja  prema mjestu pojavljivanja patoloških promjena (hi kvadrat=10,61; p=0,014). U oboljelih s atrofičnim oblikom OLP značajnije se javljaju promjene na gingivi, a u skupini oboljelih s retikularnim oblikom OLP učestalije su promjene na obr sl. 
Trajanje bolesti
Tablica 4. Vrijeme trajanja bolesti u skupini s retikularnim i atrofičnim oblikom OLP

	Skupina
	Vrijeme bolesti /mjeseci
	statistika

	
	x
	SD
	95% CI
	 F=0,819;  p=0,371



	Retikularni oblik OLP
	12,5
	5,5
	10-15
	

	Atrofični oblik OLP
	11
	6
	8-14
	


Bolest neznačajno duže traje u skupini oboljelih s retikularnim oblikom OLP (p=0,371).

TNF-alfa i dob 
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Slika 13. Ovisnost TNF-alfa o životnoj dobi u skupini ispitanika s retikularnim oblikom OLP

Sa starenjem koncentracija TNF-alfa neznačajno opada (p=0,619).
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Slika 14. Ovisnost TNF-alfa o životnoj dobi u skupini ispitanika s atrofičnim oblikom OLP

Sa starenjem koncentracija TNF-alfa neznačajno opada (p=0,968).
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Slika 15. Ovisnost TNF-alfa o životnoj dobi u kontrolnoj skupini ispitanika 

U skupini zdravih ispitanika sa starenjem se vrijednosti TNF-alfe značajno povećavaju (p=0,037).

IL-2 i dob 
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Slika 16. Ovisnost IL-2 o životnoj dobi u skupini ispitanika s retikularnim oblikom OLP

Sa starenjem koncentracija Il-2 se neznačajno smanjuje (p=0,857).
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Slika 17. Ovisnost IL-2 o životnoj dobi u skupini ispitanika s atrofičnim oblikom OLP

Sa starenjem koncentracija Il-2 značajno se smanjuje (p=0,040).
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Slika 18. Ovisnost IL-2 o životnoj dobi u kontrolnoj skupini ispitanika 

Sa starenjem koncentracija Il-2 povećava se, ali neznačajno (p=0,753).

TNF-alfa i trajanje bolesti  
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Slika 19. Ovisnost vrijednosti TNF-alfa o trajanju bolesti u skupini ispitanika s retikularnim oblikom OLP

U ispitanika kod kojih bolest duže traje određene su neznačajno veće vrijednosti TNF-alfe (p=0,349).
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Slika 20. Ovisnost vrijednosti TNF-alfa o trajanju bolesti u skupini ispitanika s atrofičnim oblikom OLP

U ispitanika kod kojih bolest duže traje određene su neznačajno niže vrijednosti TNF-alfe (p=0,456).

IL-2 i trajanje bolesti 
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Slika 21. Ovisnost vrijednosti IL-2 o trajanju bolesti u skupini ispitanika s retikularnim oblikom OLP

U ispitanika kod kojih bolest duže traje određene su neznačajno manje vrijednosti IL-2 (p=0,819).
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Slika 22. Ovisnost vrijednosti IL-2 o trajanju bolesti u skupini ispitanika s atrofičnim oblikom OLP

Vrijednosti Il-2 ne mjenjaju se s ovisno o vremenu trajanja bolesti (p=0,978).

TNF-alfa i lokalizacija

Tablica  5. Vrijednosti TNF-alfa određene na pojedinim lokalitetima u oboljelih s retikularnim oblikom OLP

	lokalizacija
	TNF-alfa (pg/ml)
	statistika

	
	median
	10th-90 th percentila
	 p=0,398

	Gingiva
	0,221
	-0,210-0,653
	

	Usne
	0,195
	-0,251-0,641
	

	Alv sl
	0,050
	-0,547-0,647
	

	Obr sl
	0,156
	0,109-0,203
	


U skupini oboljelih s retikularnim oblikom OLP nema značajne razlike u vrijednostima TNF-alfa određenih prema lokalizaciji (p=0,398).

Tablica  6. Vrijednosti TNF-alfa određene na pojedinim lokalitetima u oboljelih s atrofičnim oblikom OLP

	lokalizacija
	TNF-alfa (pg/ml)
	statistika

	
	median
	10th-90 th percentila
	 p=0,153

	Gingiva
	0,155
	0,038-0,272
	

	Usne
	
	
	

	Alv sl
	0,405
	-0,061-870
	

	Obr sl
	0,373 
	0,123-0,622
	


U skupini oboljelih s atrofičnim oblikom OLP nema značajne razlike u vrijednostima TNF-alfa određenih prema lokalizaciji (p=0,153).

IL-2 i lokalizacija

Tablica  7. Vrijednosti IL-2 određene na pojedinim lokalitetima u oboljelih s retikularnim oblikom OLP

	lokalizacija
	IL-2 (pg/ml)
	statistika

	
	median
	10th-90 th percentila
	 p=0,279

	Gingiva
	0,141
	0,019-0,263
	

	Usne
	0,030
	-0,040-0,099
	

	Alv sl
	0,018
	-0,147-0,183
	

	Obr sl
	0,065
	0,024-0,106
	


U skupini oboljelih s retikularnim oblikom OLP nema značajne razlike u vrijednostima IL-2 određenih prema lokalizaciji (p=0,279).

Tablica  8. Vrijednosti IL-2 određene na pojedinim lokalitetima u oboljelih s atrofičnim oblikom OLP
	lokalizacija
	IL-2 (pg/ml)
	statistika

	
	median
	10th-90 th percentila
	 p=0,633

	Gingiva
	0,188
	0,052-0,323
	

	Usne
	
	
	

	Alv sl
	0,234
	-0,011-0,479
	

	Obr sl
	0,299
	-0,029-0,628
	


U skupini oboljelih s atrofičnim oblikom OLP nema značajne razlike u vrijednostima IL-2 određenih prema lokalizaciji (p=0,633).

TNF-alfa i stupanj upale 

Tablica  9.  Vrijednosti TNF-alfa u oboljelih s retikularnim oblikom OLP određene prema stupnju upale
	Stupanj upale
	TNF-alfa (pg/ml)
	statistika

	
	median
	10th-90 th percentila
	 p=0,541

	1
	0,175
	0,019-0,331
	

	2
	0,117
	0,038-0,196
	

	3
	0,189
	0,086-0,291
	


U skupini oboljelih s retikularnim oblikom OLP nema značajne razlike u vrijednostima TNF-alfa određenih prema stupnju upale (p=0,541).

Tablica  10. Vrijednosti TNF-alfa u oboljelih s atrofičnim oblikom OLP određene prema stupnju upale
	Stupanj upale
	TNF-alfa (pg/ml)
	statistika

	
	median
	10th-90 th percentila
	 p=0,692

	1
	0,236
	-0,079-0,551
	

	2
	0,347
	0,122-0,572
	

	3
	0,169
	0,016-0,322
	


U skupini oboljelih s atrofičnim oblikom OLP nema značajne razlike u vrijednostima TNF-alfa određenih prema stupnju upale (p=0,692).

IL-2 i stupanj upale
Tablica  11. Vrijednosti IL-2 u oboljelih s retikularnim oblikom OLP određene prema stupnju upale
	Stupanj upale
	IL-2 (pg/ml)
	statistika

	
	median
	10th-90 th percentila
	 p=0,509

	1
	0,054
	-0,014-0,121
	

	2
	0,086
	0,025-0,146
	

	3
	0,063
	-0,007-0,133
	


U skupini oboljelih s retikularnim oblikom OLP nema značajne razlike u vrijednostima IL-2 određenih prema stupnju upale (p=0,509).

Tablica  12. Vrijednosti IL-2 u oboljelih s atrofičnim oblikom OLP određene prema stupnju upale
	Stupanj upale
	IL-2 (pg/ml)
	statistika

	
	median
	10th-90 th percentila
	 p=0,276

	1
	0,306
	-0,172-0,784
	

	2
	0,141
	0,046-0,235
	

	3
	0,319
	0,098-0,541
	


U skupini oboljelih s atrofičnim oblikom OLP nema značajne razlike u vrijednostima IL-2 određenih prema stupnju upale (p=0,541).

TNF-alfa i stupanj hiperkeratoze

Tablica  13.  Vrijednosti TNF-alfa u oboljelih s retikularnim oblikom OLP određene prema stupnju hiperkeratoze
	Stupanj hiperkeratoze
	TNF-alfa (pg/ml)
	statistika

	
	median
	10th-90 th percentila
	 p=0,485

	1
	0,118
	-0,199-0,436
	

	2
	0,138
	0,044-0,231
	

	3
	0,197
	0,111-0,283
	


U skupini oboljelih s retikularnim oblikom OLP nema značajne razlike u vrijednostima TNF-alfa određenih prema stupnju hiperkeratoze (p=0,485).

Tablica  14. Vrijednosti TNF-alfa u oboljelih s atrofičnim oblikom OLP određene prema stupnju hiperkeratoze
	Stupanj hiperkeratoze
	TNF-alfa (pg/ml)
	statistika

	
	median
	10th-90 th percentila
	 p=0,539

	1
	0,465
	-0,521-1,451
	

	2
	0,242
	0,093-0,391
	

	3
	0,223
	-0,015-0,460
	


U skupini oboljelih s atrofičnim oblikom OLP nema značajne razlike u vrijednostima TNF-alfa određenih prema stupnju hiperkeratoze (p=0,539).

IL-2 i stupanj hiperkeratoze
Tablica  15. Vrijednosti IL-2 u oboljelih s retikularnim oblikom OLP određene prema stupnju hiperkeratoze 

	Stupanj hiperkeratoze
	IL-2 (pg/ml)
	statistika

	
	median
	10th-90 th percentila
	 p=0,122

	1
	0,172
	0,172-0,172
	

	2
	0,057
	0,001-0,105
	

	3
	0,056
	0,011-0,101
	


U skupini oboljelih s retikularnim oblikom OLP nema značajne razlike u vrijednostima IL-2 određenih prema stupnju hiperkeratoze (p=0,122).

Tablica  16. Vrijednosti IL-2 u oboljelih s atrofičnim oblikom OLP određene prema stupnju hiperkeratoze
	Stupanj hiperkeratoze
	IL-2 (pg/ml)
	statistika

	
	median
	10th-90 th percentila
	 p=0,311

	1
	0,068
	-0,180-0,316
	

	2
	0,255
	0,111-0,400
	

	3
	0,256
	0,215-0,297
	


U skupini oboljelih s atrofičnim oblikom OLP nema značajne razlike u vrijednostima IL-2 određenih prema stupnju hiperkeratoze (p=0,311).

TNF-alfa i IL-2 
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Slika 23. Korelacija vrijednosti IL-2 i TNF-alfa u skupini ispitanika s retikularnim oblikom OLP

Korelacija gotovo da i ne postoji. Povećanjem TNF-alfa vrijednosti IL-2 se ne mijenjaju
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Slika 24. Korelacija vrijednosti IL-2 i TNF-alfa u skupini ispitanika s atrofičnim oblikom OLP

Korelacija je pozitivna i neznačajna (p=0,482). 
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Slika 25. Korelacija vrijednosti IL-2 i TNF-alfa u kontrolnoj skupini 

Korelacija je negativna i neznačajna (p=0,533). Povećanjem TNF-alfa Il-2 nezačajno opada ili neznačajno se smanjuje. 

5. RASPRAVA 

Ubrzan razvoj novih tehnologija i mogućnosti koje one pružaju, sposobnost mjerenja i praćenja širokog spektra molekularnih komponenti u slini koje su biomarkeri za praćenje zdravstvenog stanja ljudi, razlozi su većeg korištenja sline u dijagnostičke svrhe (76).

U kliničkom radu ili laboratoriju slina se lako skuplja u dovoljnoj količini za izvođenje analiza, troškovi skladištenja i otpreme su niski, a osim toga neinvazivnost metode sakupljanja sline privlačna je alternativna metoda u odnosu na testiranje krvi i urina.

Naravno, različiti faktori mogu utjecati na fiziološke karakteristike i omjer sline, uključujući 

ritmove i aktivnosti tijela i oni se moraju uzeti u obzir kod korištenja sline u dijagnostičke svrhe (82). Analiza sline koristi se za utvrđivanje postojanja bolesti u pojedinca i praćenje tijeka bolesti (76). U serumu ili slini pacijenata s upalnim bolestima oralne sluznice uočeno je nekoliko vrsta bioloških molekula i one su nađene u većim koncentracijama nego u zdravih ispitanika, što je pokazala usporedba sa skupinom zdravih ispitanika (93, 94).
Stanično posredovana imunost u OLP-u može biti regulirana putem različitih citokina i njihovih receptora. Khan i sur. (70) istraživali su raspodjelu i stanične izvore različitih citokina i njihovih receptora te izlučivanje citokina putem T-stanica u leziji OLP-a (in vitro) i 

dokazali su prisutnost proupalnih (IFN-gama i TNF-alfa) i imunosupresivnih (TGF-beta1) citokina te da njihova aktivnost može odrediti razinu imunološke aktivnosti u OLP-leziji i kliničko stanje bolesti (70).

U ovom  istraživanju nije bilo značajne razlike između skupina ispitanika prema životnoj dobi

odnosno životna dob oboljelih se kretala između 45 i 65 godina što potvrđuje činjenicu da je   OLP bolest osoba srednje i starije dobi.
U oboljelim skupinama ima više žena nego muškaraca,što bez obzira što je razlika statistički neznačajna, potvrđuje činjenicu da od OLP-a češće oboljevaju žene nego muškarci.
Rezultati kliničkih istraživanja su pokazali podjednaku zastupljenost svih stupnjeva hiperkeratoze kod retikularnog i atrofičnog oblika OLP- a iako se stupanj hiperkeratoze 2

češće javlja u skupini oboljelih sa atrofičnim oblikom OLP-a.

Rezultati istraživanja udjela inteziteta upalne reakcije pokazali su da su kod retikularnog oblika OLP-a sve vrste testova upale podjednako zastupljene dok kod atrofičnog oblika 

OLP-a se nešto češće javlja stupanj upale 2.
Značajnija razlika je određena u učestalosti javljanja prema mjestu na kojem se pojavljuju 

patološke promjene odnosno u oboljelih s atrofičnim oblikom OLP-a značajnije se javljaju 

promjene na gingivi dok su u oboljelih s retikularnim oblikom OLP-a učestalije promjene

na obraznoj sluznici. U oboljelih s retikularnim i atrofičnim oblikom OLP-a nema značajne

razlike u vrijednostima TNF-α i IL-2 u odnosu na pojedine lokalitete odnosno na mjesto

javljanja u ustima.

Sa starenjem koncentracija TNF-α u pacjenata sa retikularnim i atrofičnim oblikom OLP-a neznačajno opada dok se kod zdravih ispitanika vrijednosti TNF-α sa starenjem značajno 

povećavaju. Koncentracija IL-2 se u pacjenata sa retikularnim oblikom sa starenjem 

neznačajno smanjuje dok se u pacjenata sa atrofičnim oblikom IL-2 sa starenjem značajno

smanjuje. U zdravih ispitanika se sa starenjem koncentracija IL-2 povećava, ali neznačajno.
Bolest neznačajno duže traje u oboljelih s retikularnim oblikom bolesti.

U ispitanika s retikularnim oblikom OLP-a kod kojih bolest duže traje određene su neznačajno veće vrijednosti TNF-α dok su vrijednosti IL-2 neznačajno manje.

U ispitanika s atrofičnim oblikom OLP-a kod kojih bolest traje duže određene su neznačajno

niže vrijednosti TNF-α i vrijednosti IL-2 se nisu mijenjale ovisno o vremenu trajanja bolesti.
Vrijednosti TNF-α određenih prema stupnju upale kod pacijenata s retikularnim i pacijenata
s atrofičnim oblikom OLP-a nisu značajno promjenjene, a isto tako je sa vrijednostima IL-2

koje nisu značajno različite s obzirom na stupanj upale u pacjenata oboljelih od retikularnog 

odnosno atrofičnog oblika OLP-a. U skupini oboljelih s retikularnim i s atrofičnim oblikom OLP-a nema značajne razlike u vrijednostima TNF-α i IL-2 određenih prema stupnju hiperkeratoze.
U ovom radu su se koristili navedeni potencijali sline u određivanju razine citokina IL-2 i TNF-α kao proupalnih medijatora u OLP-u.

Pronađena je značajno povišena količina TNF-α u uzorcima sline kod pacijenata s retikularnim oblikom OLP-a u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu.

Značajno povišena količina TNF-α pronađena je u uzorcima sline kod pacijenata s

atrofičnim oblikom OLP-a u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu.

Vrijednosti TNF-α između oboljelih s retikularnim i oboljelih s atrofičnim oblikom OLP-a

neznačajno se razlikuju.

U ovom istraživanju pronađena je značajna razlika među vrijednostima IL-2 u slini oboljelih s retikularnim oblikom OLP-a u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu.

Značajno povišena količina IL-2 pronađena je u uzorcima sline kod pacijenata s atrofičnim

oblikom OLP-a u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu.

Vrijednosti IL-2 između oboljelih s retikularnim i oboljelih s atrofičnim oblikom OLP-a

su značajno različite odnosno pacijenti s atrofičnim oblikom OLP-a su imali značajno veće vrijednosti IL-2 u odnosu na one s retikularnim oblikom.   

Ovo istraživanje ukazuje na povećane vrijednosti TNF-α i IL-2 u oboljelih s različitim  kliničkim oblicima OLP-a u odnosu na zdrave ispitanike što može imati dijagnostičku i prognostičku važnost  za praćenje tijeka bolesti.
Vrijednosti TNF-α u slini pacijenata sa retikularnim i atrofičnim oblikom OLP-a nisu

pokazale značajnu razliku.
Osim toga, koncentracija IL-2 u slini varira u različitim kliničkim tipovima OLP-a i najviše je povišena kod atrofičnog oblika bolesti. Kod retikularnog oblika bolesti vrijednosti  IL-2 bile su niže u odnosu na atrofični oblik bolesti. 

To znači da je povećana koncentracija IL-2 u slini pokazatelj kliničkog stanja bolesti i da se ona povećava s ozbiljnošću stanja u OLP-u. 
Što se tiče korelacije između koncentracije TNF-α i IL-2 u slini pacijenata sa oba klinička tipa

OLP-a i u zdravih osoba, ona ili gotovo da ne postoji ili postoji ,ali je statistički neznačajna.  

Ovo je istraživanje djelomično poduprto rezultatima istraživanja Pezelj-Ribarić i sur. (2004) u kojima je dokazana značajno povišena koncentracija TNF-α u slini pacijenata s OLP-om i pozitivna korelacija između povišene koncentracije TNF-α u slini i kliničkog oblika OLP‑ lezije (95).

U ovom je radu korištena metoda sakupljanja čitave nestimulirane sline, WUS (engl.whole unstimulated saliva) koja prikazuje lokalno i sistemsko fiziopatološko stanje u trenutku sakupljanja sline, iako određeni čimbenici mogu negativno utjecati na rezultate istraživanja.  

Mnogobrojna istraživanja dokazuju nazočnost citokina u patohistološkim uzorcima kod OLP‑a.

Erdem i sur (2003) istraživali su moguću ulogu TNF-α u patogenezi LP-a (nisu svi pacijenti imali manifestacije na oralnoj sluznici) i pronašli su povećanu koncentraciju TNF-α u serumu pacijenata s LP-om u odnosu na skupinu zdravih ispitanika (96) i tako zaključili da TNF-α može imati ključnu ulogu u patogenezi LP-a. 

T-limfociti, koji dominiraju u subepitelnoj regiji, glavni su u izlučivanju citokina i povećane koncentracije IL-2, IL-6 i IL-10 uočene su u mononuklearnom infiltratu u OLP-u (28). Epidermalni  keratinociti također sudjeluju u produkciji citokina u upalnoj leziji. T-stanično posredovane upalne lezije sadrže stanice s mRNA za različite citokine koji pripadaju Th1 ili Th2 grupi i za citokine koje izlučuju ostale stanice. Citotoksična aktivnost TNF- α  povećana je u prisutnosti Th2 citokina.

Simark-Mattsson i sur.(1999) pronašli su  istodobno izražavanje mRNA za IL-2, IL-4, IL-10, TNF-α i  TGF-β u subepitelnom infiltratu kod pacijenata s OLP-om, odnosno miješani citokinski profil koji pripada i Th1 i Th2 grupi citokina. Iako su IL-2 i TNF-α pozitivne stanice nužne za aktivaciju i proliferaciju Th1 stanica, njihov broj nije bio viši od broja pozitivnih stanica za ostale citokine (13). 
Sugerman i sur (1996) pronašli su povišenu razinu TNF- α u serumu pacijenata s OLP-om i dokazali da T-stanice u leziji OLP-a sadrže mRNA za TNF- α i izlučuju TNF-α in vitro što znači da TNF- α koje izlučuju T-stanice može biti uključen u patogenezu OLP-a. 

CD8+ citotoksične T-stanice mogu izlučivati TNF- α koji potiče apoptozu keratinocita u OLP-u (93).

TNF-α također je pronađen u povišenim koncentracijama u kroničnim upalnim bolestima kao što su pulpitis i periodontitis (97). 
Najnovija istraživanja (Rhodus i sur., 2005) pokazala su da razina određenih upalnih citokina (TNF-α, IL-1, IL-6, IL-8) u slini pacijenata s OLP-om može biti povišena (48) što može imati dijagnostičku i prognostičku važnost za praćenje tijeka bolesti i donošenje terapijskih odluka u pacijenata s OLP-om.

Novija istraživanja (Sklavounou-Andrikopoulou A. i sur., 2004) pokazuju povišene vrijednosti TNF-α i apoptogenih molekula u serumu pacijenata s OLP-om što upućuje na povezanost povišenih vrijednosti TNF- α u serumu s poticanjem i/ili neprekidnošću patogenetskih i apoptotičkih događanja u epitelu OLP-lezije. Njihovo istraživanje mogućeg kolebanja razine TNF- α u serumu s obzirom na aktivnost bolesti odnosno klinički tip OLP-a nije pokazalo statistički značajnu razliku između erozivnog i retikularnog tipa OLP-a. Ipak je uočena nešto povećana koncentracija TNF- α u serumu pacijenata s erozivnim oblikom OLP-a u odnosu na retikularni (98). 

Yamamoto i sur. (1994) uspoređivali su razinu TNF-α u serumu kod pacijenata s različitim oralnim bolestima (skvamozni stanični karcinom, OLP, rekurentne ulcerozne afte, akutna odontogenična bakterijska infekcija, pseudomembranozna kandidijaza, herpetični gingivostomatitis) i u skupini zdravih ispitanika, a rezultati su pokazali da je TNF-α jedva uočen u većine pacijenata osim u onih s OLP-om i skvamoznim staničnim karcinomom (99).

Prijašnja su istraživanja također dokazala povišenu koncentraciju TNF- α u serumu pacijenata s OLP-om u odnosu na zdrave u kontrolnoj skupini i tako sugerirala regulatornu ulogu TNF- α u inicijaciji i progresiji bolesti (99, 100, 101). Bitno je naglasiti da su oboljele osobe starije životne dobi kod kojih se moguće genetske greške uzrokovane nizom mutacija nakupljaju mnogo godina i mogu dovesti do maligne promjene OLP-a (102). Veoma je bitno pratiti pojedine kliničke oblike OLP-a, otkriti moguću izloženost pojedinim kancerogenima te pozornim praćenjem tijeka bolesti otkriti moguću malignu transformaciju lezije (103).

Prema rezultatima nekih autora (104, 105) najveća je učestalost displazije s obzirom na klinički tip  pronađena u atrofično-erozivnom obliku OLP-a. Atrofične se lezije mogu javiti sa ili bez erozija, a erozivni tip najčešće je praćen i subjektivnim simptomima, osjećajem bola i pečenja. Često se ti oblici OLP-a tretiraju imunosupresivnim lijekovima, međutim to imunosupresivno djelovanje može smanjiti imunološki odgovor protiv tumora i tako povećati rizik od nastanka karcinoma (57).

Rhodus i sur. u najnovijem su istraživanju dokazali povećanu koncentraciju TNF-α, IL-1alfa, IL-6 i IL-8 u slini pacijenata s OLP-om i oralnim skvamoznim karcinomom (OSCC) u odnosu na kontrolnu skupinu. Koncentracije TNF-α i IL-1 α kod umjerene displazije povišene su kao kod oralnoga karcinoma, dok su koncentracije IL-6 i IL-8 znatno niže u odnosu na vrijednosti kod oralnoga karcinoma. Što se tiče uznapredovale displazije, isti autor navodi da je razina koncentracije TNF-α bila jednaka kao kod pacijenata s oralnim skvamoznim karcinomom, međutim razina je koncentracije IL-1 alfa,  IL-6 i IL-8 bila značajno niža (106). Njihova studija potvrđuje pretklinička istraživanja da ti citokini u slini djelomično reflektiraju malignu transformaciju  i da na taj način možemo neinvazivno pratiti maligne promjene u OLP-u i terapijski odgovor OLP-a. 
6. ZAKLJUČAK
Na osnovi  provedenog istraživanja možemo donijeti sljedeće zaključke:
1. Između ispitanika nije bilo značajne razlike prema spolu i dobi te prema stupnju hiperkeratotičnih promjena i intezitetu upalne reakcije.
2. Uočena je razlika prema mjestu pojavljivanja patoloških promjena u oboljelih 

s retikularnim odnosno atrofičnim oblikom OLP-a međutim nema značajne razlike u vrijednostima TNF-α i IL-2 s obzirom na pojedina mjesta pojavljivanja patoloških promjena u ustima.
3. Bolest neznačajno duže traje u oboljelih s retikularnim oblikom OLP-a. U oba klinička tipa OLP-a nije uočeno značajno smanjenje ili povećanje TNF-α i IL-2 u ovisnosti o vremenu trajanja bolesti.
4. U pacijenata s OLP-om sa starenjem koncentracija TNF-α neznačajno opada dok se u zdravih ispitanika vrijednosti TNF-α značajno povećavaju. U pacijenata s retikularnim oblikom koncentracija IL-2 se sa starenjem nešto smanjuje dok se u oboljelih s atrofičnim oblikom OLP-a značajno smanjuje. Vrijednosti IL-2 u zdravih se sa starenjem neznačajno povećava. 
5. Vrijednosti TNF-α i IL-2 kod pacjenata s oba klinička oblika OLP-a se ne     razlikuju s obzirom na stupanj upale i stupanj hiperkeratoze. 
6. Pronađena je značajno povišena količina TNF-α i IL-2 u svim uzorcima sline kod      pacijenata s OLP-om u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu.
7. Koncentracija TNF-α u retikularnom obliku OLP-a se nije značajno razlikovala od one u atrofičnom obliku bolesti.
8. Koncentracija IL-2 je varirala u različitim kliničkim tipovima OLP-a i bila je                viša kod atrofičnog oblika bolesti.
9. Povećana koncentracija IL-2 pokazatelj je kliničkog stanja bolesti i korelira               s ozbiljnošću stanja u OLP-u. 

10. Erozivni i atrofični oblici OLP-a imaju veći maligni potencijal nego drugi oblici bolesti te povećana koncentracija IL-2 može djelomično utjecati na mogućnost maligne transformacije u OLP-u.
11. Nije dokazana korelacija vrijednosti između TNFα i IL-2 u pacijenata s oba klinička oblika OLP-a, a niti u skupini zdravih ispitanika.

7. SAŽETAK


Oralni lihen planus (OLP) kronična je upalna mukokutana bolest  koja se smatra prekanceroznom lezijom.

Svrha je ovoga istraživanja bila odrediti razinu salivarnih citokina TNF-α i IL-2 kao proupalnih medijatora u oralnom lihenu planusu te procijeniti korelaciju s kliničkim nalazom što je veoma bitno jer atrofične, erozivne i ulcerozne lezije češće maligno alteriraju u odnosu na retikularni oblik.

U ispitivanje je bilo uključeno 60 ispitanika podijeljenih u tri skupine: dvije skupine pacijenata s kliničkom dijagnozom lihena planusa, i to retikularnim oblikom te atrofičnim oblikom, a treća je skupina bila kontrolna. Sakupljani su uzorci nestimulirane sline u svim trima skupinama ispitanika i određivala se koncentracija citokina IL-2 i TNF-α metodom enzimoimunotesta (EIA) pri čemu su korišteni standardizirani kitovi pomoću kojih je moguće odrediti vrlo niske koncentracije citokina (pg/ml).

Dobiveni rezultati pokazali su povišenu koncentraciju IL-2 i TNF-α u svim uzorcima kod pacijenata s OLP-om u odnosu na zdravu kontrolnu skupinu, a kod retikularnog oblika bolesti vrijednosti TNF-α se nisu značano razlikovale od onih kod atrofičnog oblika bolesti.Međutim,

vrijednosti IL-2 u retikularnom obliku OLP-a su bile niže u odnosu na atrofični oblik bolesti i razlika je statistički značajna. Moguće je zaključiti da je povećana koncentracija IL-2 pokazatelj kliničkog stanja bolesti i korelira s ozbiljnošću stanja u OLP-u te nam to može pomoći u dijagnosticiranju, prognostičkom praćenju tijeka bolesti i donošenju terapijskih odluka kod pacijenata s OLP-om. To je veoma bitno zbog mogućnosti maligne transformacije u OLP-u.

8. SUMMARY


Oral lichen planus (OLP) is a chronic mucocutaneous inflammatory disease which is considered a premalignant lesion.

The purpose of this study was to quantify the salivary level of proinflammatory tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) and interleukin 2 (IL-2) in oral lichen planus and to estimate the correlation with clinical reports. This is important because the atrophic, erosive and ulcerose forms of OLP have a greater rate of malignant evolution compared to the reticular form of the disease.

In this study 60 subjects were included and they were divided into three groups. Two groups of patients with the clinical diagnosis of the reticular and atrophic form of disease were included and a third group consisted of healthy volunteers which served as a control group.

The whole unstimulated saliva was investigated from the patients and control group for the presence of TNF-α and IL-2 by enzyme immunoassay (EIA) using standard kits which give the possibility to detect a very low concentration of this cytikine (pg/ml).

The results showed a significantly higher level of TNF-α and IL-2 in all saliva samples obtained from patients with OLP compared to the healthy control group. Salivary TNF-α concentrations were the same in the reticular and atrophic form of disease. Salivary IL-2 concentrations were lower in the case of the reticular form of disease compared to the atrophic form. The difference was statistically significant.

It is obvious that enhanced IL-2 production in saliva reflect clinical changes of the disease and correlate with the severity of OLP. These results may have diagnostic and prognostic potential for monitoring disease activity and making therapeutic decisions in patients with OLP. This is very important if we consider the possibility of malignant transformation of OLP. 
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Sheet1

		kategorija		dob		spol		tnf		il		test upale		test hiperkeratoze		trajanje b/mj		lokalizacija

		1		45		1		0.312		0.115		3		3		6		1

		1		51		2		0.331		0.198		3		2		12		1						retikularni=1

		1		65		2		0.021		0.111		2		2		10		1						atrofični=2

		1		60		2		0.115		0.002		1		2		12		4						zdravi=3

		1		53		1		0.021		0.078		1		2		12		4

		1		55		2		0.335		0.003		1		2		24		4

		1		60		2		0.105		0.142		2		3		10		4

		1		59		2		0.143		0.172		2		1		16		4

		1		65		2		0.224		0.009		2		2		12		4

		1		55		2		0.093		0.172		1		1		12		4						1-muški

		1		45		1		0.112		0.118		2		2		12		4						2 žene

		1		45		1		0.131		0.997		3		3		18		4

		1		50		2		0.155		0.004		3		3		15		4

		1		52		2		0.2		0.013		3		3		6		4

		1		53		1		0.19		0.009		3		3		6		4

		1		55		1		0.211		0.025		2		2		24		4

		1		60		2		0.002		0.024		2		2		12		2

		1		55		2		0.387		0.035		1		3		12		2

		1		51		2		0.097		0.031		1		3		12		3

		1		45		2		0.003		0.005		3		2		6		3

		2		46		2		0.008		0.017		3		1		20		1						gingiva 1

		2		47		2		0.311		0.624		3		2		18		1						usne 2

		2		50		2		0.004		0.273		3		2		15		1						alv sl 3

		2		51		2		0.257		0.242		3		3		22		1						obr sl 4

		2		65		2		0.003		0.227		1		3		24		1

		2		60		2		0.312		0.282		2		3		6		1

		2		60		1		0.442		0.119		2		2		6		1

		2		60		2		0.065		0.001		2		2		6		1

		2		58		2		0.142		0.004		1		2		6		1

		2		48		1		0.002		0.091		2		2		10		1

		2		52		1		0.003		0.07		2		2		6		3

		2		53		2		0.117		0.487		3		2		6		3

		2		45		2		0.862		0.337		2		2		12		3

		2		47		2		0.319		0.273		3		3		12		3

		2		62		2		0.723		0.004		2		1		12		3

		2		60		2		0.664		0.183		2		1		6		4

		2		45		2		0.418		0.721		1		2		6		4

		2		45		2		0.382		0.273		1		2		6		4

		2		55		2		0.115		0.317		2		2		6		4

		2		57		1		0.284		0.003		2		2		12		4

		3		45		1		0.002		0.001		0		0		0

		3		50		1		0.007		0.034		0		0		0

		3		50		2		0.001		0.055		0		0		0

		3		45		2		0.042		0.003		0		0		0

		3		46		2		0.001		0.016		0		0		0

		3		55		1		0.118		0.004		0		0		0

		3		58		1		0.042		0.02		0		0		0

		3		63		2		0.051		0.007		0		0		0

		3		54		2		0		0.028		0		0		0

		3		46		1		0.015		0.007		0		0		0

		3		47		1		0.031		0.031		0		0		0

		3		50		2		0.022		0.081		0		0		0

		3		52		2		0.005		0		0		0		0

		3		52		2		0		0		0		0		0

		3		57		1		0.021		0.014		0		0		0

		3		60		1		0.065		0.011		0		0		0

		3		63		2		0.067		0.032		0		0		0

		3		46		1		0.055		0.007		0		0		0

		3		47		1		0.028		0.004		0		0		0

		3		45		1		0.007		0.005		0		0		0
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Sheet1

		kategorija		dob		spol		tnf		il		test upale		test hiperkeratoze		trajanje b/mj		lokalizacija

		1		45		1		0.312		0.115		3		3		6		1

		1		51		2		0.331		0.198		3		2		12		1						retikularni=1

		1		65		2		0.021		0.111		2		2		10		1						atrofični=2

		1		60		2		0.115		0.002		1		2		12		4						zdravi=3

		1		53		1		0.021		0.078		1		2		12		4

		1		55		2		0.335		0.003		1		2		24		4

		1		60		2		0.105		0.142		2		3		10		4

		1		59		2		0.143		0.172		2		1		16		4

		1		65		2		0.224		0.009		2		2		12		4

		1		55		2		0.093		0.172		1		1		12		4						1-muški

		1		45		1		0.112		0.118		2		2		12		4						2 žene

		1		45		1		0.131		0.997		3		3		18		4

		1		50		2		0.155		0.004		3		3		15		4

		1		52		2		0.2		0.013		3		3		6		4

		1		53		1		0.19		0.009		3		3		6		4

		1		55		1		0.211		0.025		2		2		24		4

		1		60		2		0.002		0.024		2		2		12		2

		1		55		2		0.387		0.035		1		3		12		2

		1		51		2		0.097		0.031		1		3		12		3

		1		45		2		0.003		0.005		3		2		6		3

		2		46		2		0.008		0.017		3		1		20		1						gingiva 1

		2		47		2		0.311		0.624		3		2		18		1						usne 2

		2		50		2		0.004		0.273		3		2		15		1						alv sl 3

		2		51		2		0.257		0.242		3		3		22		1						obr sl 4

		2		65		2		0.003		0.227		1		3		24		1

		2		60		2		0.312		0.282		2		3		6		1

		2		60		1		0.442		0.119		2		2		6		1

		2		60		2		0.065		0.001		2		2		6		1

		2		58		2		0.142		0.004		1		2		6		1

		2		48		1		0.002		0.091		2		2		10		1

		2		52		1		0.003		0.07		2		2		6		3

		2		53		2		0.117		0.487		3		2		6		3

		2		45		2		0.862		0.337		2		2		12		3

		2		47		2		0.319		0.273		3		3		12		3

		2		62		2		0.723		0.004		2		1		12		3

		2		60		2		0.664		0.183		2		1		6		4

		2		45		2		0.418		0.721		1		2		6		4

		2		45		2		0.382		0.273		1		2		6		4

		2		55		2		0.115		0.317		2		2		6		4

		2		57		1		0.284		0.003		2		2		12		4

		3		45		1		0.002		0.001		0		0		0

		3		50		1		0.007		0.034		0		0		0

		3		50		2		0.001		0.055		0		0		0

		3		45		2		0.042		0.003		0		0		0

		3		46		2		0.001		0.016		0		0		0

		3		55		1		0.118		0.004		0		0		0

		3		58		1		0.042		0.02		0		0		0

		3		63		2		0.051		0.007		0		0		0

		3		54		2		0		0.028		0		0		0

		3		46		1		0.015		0.007		0		0		0

		3		47		1		0.031		0.031		0		0		0

		3		50		2		0.022		0.081		0		0		0

		3		52		2		0.005		0		0		0		0

		3		52		2		0		0		0		0		0

		3		57		1		0.021		0.014		0		0		0

		3		60		1		0.065		0.011		0		0		0

		3		63		2		0.067		0.032		0		0		0

		3		46		1		0.055		0.007		0		0		0

		3		47		1		0.028		0.004		0		0		0

		3		45		1		0.007		0.005		0		0		0
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Sheet1

		kategorija		dob		spol		tnf		il		test upale		test hiperkeratoze		trajanje b/mj		lokalizacija

		1		45		1		0.312		0.115		3		3		6		1

		1		51		2		0.331		0.198		3		2		12		1						retikularni=1

		1		65		2		0.021		0.111		2		2		10		1						atrofični=2

		1		60		2		0.115		0.002		1		2		12		4						zdravi=3

		1		53		1		0.021		0.078		1		2		12		4

		1		55		2		0.335		0.003		1		2		24		4

		1		60		2		0.105		0.142		2		3		10		4

		1		59		2		0.143		0.172		2		1		16		4

		1		65		2		0.224		0.009		2		2		12		4

		1		55		2		0.093		0.172		1		1		12		4						1-muški

		1		45		1		0.112		0.118		2		2		12		4						2 žene

		1		45		1		0.131		0.997		3		3		18		4

		1		50		2		0.155		0.004		3		3		15		4

		1		52		2		0.2		0.013		3		3		6		4

		1		53		1		0.19		0.009		3		3		6		4

		1		55		1		0.211		0.025		2		2		24		4

		1		60		2		0.002		0.024		2		2		12		2

		1		55		2		0.387		0.035		1		3		12		2

		1		51		2		0.097		0.031		1		3		12		3

		1		45		2		0.003		0.005		3		2		6		3

		2		46		2		0.008		0.017		3		1		20		1						gingiva 1

		2		47		2		0.311		0.624		3		2		18		1						usne 2

		2		50		2		0.004		0.273		3		2		15		1						alv sl 3

		2		51		2		0.257		0.242		3		3		22		1						obr sl 4

		2		65		2		0.003		0.227		1		3		24		1

		2		60		2		0.312		0.282		2		3		6		1

		2		60		1		0.442		0.119		2		2		6		1

		2		60		2		0.065		0.001		2		2		6		1

		2		58		2		0.142		0.004		1		2		6		1

		2		48		1		0.002		0.091		2		2		10		1

		2		52		1		0.003		0.07		2		2		6		3

		2		53		2		0.117		0.487		3		2		6		3

		2		45		2		0.862		0.337		2		2		12		3

		2		47		2		0.319		0.273		3		3		12		3

		2		62		2		0.723		0.004		2		1		12		3

		2		60		2		0.664		0.183		2		1		6		4

		2		45		2		0.418		0.721		1		2		6		4

		2		45		2		0.382		0.273		1		2		6		4

		2		55		2		0.115		0.317		2		2		6		4

		2		57		1		0.284		0.003		2		2		12		4

		3		45		1		0.002		0.001		0		0		0

		3		50		1		0.007		0.034		0		0		0

		3		50		2		0.001		0.055		0		0		0

		3		45		2		0.042		0.003		0		0		0

		3		46		2		0.001		0.016		0		0		0

		3		55		1		0.118		0.004		0		0		0

		3		58		1		0.042		0.02		0		0		0

		3		63		2		0.051		0.007		0		0		0

		3		54		2		0		0.028		0		0		0

		3		46		1		0.015		0.007		0		0		0

		3		47		1		0.031		0.031		0		0		0

		3		50		2		0.022		0.081		0		0		0

		3		52		2		0.005		0		0		0		0

		3		52		2		0		0		0		0		0

		3		57		1		0.021		0.014		0		0		0
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