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POPIS OZNAKA | KRATICA

ANKRD18A — gen proteina koji sadrzava domenu ponavljanja ankirina 18A (engl. ankyrin

repeat domain-containing protein 18A)

ANOVA - jednosmjerna analiza varijance (engl. analysis of variance)

BMZ — zona bazalne membrane (engl. basement membrane zone)

CD68 — protein Kklaster diferencijacije 68 (engl. cluster of differentiation 68)
CD177 — gen klaster diferencijacije 177 (engl. cluster of differentiation 177)
CD200 — gen klaster diferencijacije 200 (engl. cluster of differentiation 200)
CDKN2A — gen inhibitor ciklin ovisne kinaze 2A (engl. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A)
CGRP — peptid vezan uz gen kalcitonina (engl. calcitonin gene-related peptide)
DAPI - 4' 6'-diamidino-2-fenilindol (engl. 4',6'-diamidino-2-phenylindole)

DEJ — dermo-epidermalna granica (engl. dermo-epidermal junction)

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

EC — ekstragenitalne kontrole (engl. extragenital controls)

ECML1 — protein ekstacelularnog matriksa 1 (engl. extracellular matrix protein 1)
EL — ekstragenitalni lihen (engl. extragenital lichen sclerosus)

GO — faza stani¢nog ciklusa u kojoj se stanica ne dijeli

G2 — podfaza u interfazi, jednoj od faza stani¢nog ciklusa

GC — genitalne kontrole (engl. genital controls)

GL — genitalni lihen (engl. genital lichen sclerosus)

H & E — hematoksilin i eozin (engl. hematoxylin and eosin)

HLA — humani leukocitni antigeni (engl. human leukocyte antigens)



HPV — humani papiloma virus (engl. human papillomavirus)

IENF/mm — intraepidermalna ziv¢ana vlakana po milimetru (engl. intraepidermal nerve

fibers per millimeter)

IENFD — gustoca intraepidermalnih ziv¢éanih vlakana (engl. intraepidermal nerve fiber

density)

IL-31 — interleukin 31

IQR — interkvartilni raspon (engl. interquartile range)

KBC — Klinicki bolni¢ki centar

Ki-67 — nuklearni protein Ki-67

LATS2 — gen velike tumor supresorske kinaze 2 (engl. large tumor suppressor kinase 2)
LKS — lokalni kortikosteroidi

LS — lihen sklerozus (lat. lichen sclerosus)

M —M faza ili mitoza

M1 — podtip makrofaga tj. inflamatorno, klasi¢no aktivirani podtip

M2 — podtip makrofaga tj. antiinflamatorno, alternativno aktivirani podtip

MAP kinaza — mitogenima aktivirana protein-kinaza (engl. mitogen-activated protein kinase)
miR-155 — mikroRNA-155 (engl. microRNA-155)

MMP-9 — matriksna metaloproteinaza-9

p53 — tumorski protein p53

PBS — fosfatom puferirana fizioloska otopina (engl. phosphate-buffered saline)

pd — papilarni dermis

PGP 9.5 — proteinski genski produkt 9.5 (engl. protein gene product 9.5)

PRP — plazma bogata trombocitima (engl. platelet-rich plasma)

rd — retikularni dermis

SAD - Sjedinjene americke drzave



SENF/mm — subepidermalna ziv¢ana vlakana po milimietru (engl. subepidermal nerve fibers

per millimeter)

SENFD — gustoc¢a subepidermalnih Ziv¢anih vlakana (engl. subepidermal nerve fiber density)
SP —tvar P (engl. substance P)

Th1 — podtip pomo¢ni¢kih T limfocita

Th2 — podtip pomoénickih limfocita

TNF-o — tumor nekrotizirajuéi ¢imbenik rasta alfa (engl. tumor necrosis factor alpha)

TRP — tranzijentni receptorski kationski kanal (engl. transient receptor potential channels)

TRPAL — tranzijentni receptorski kationski kanal podobitelj A ¢lan 1 (engl. transient receptor

potential cation channel subfamily A member 1)
try — triptaza (engl. tryptase)

UCHL-1 — ubikvitin karboksi-terminalna hidrolaza 1 (engl. ubiquitin carboxyl-terminal

hydrolase 1)

UVAL — ultraljubicasto zracenje A1l (engl. ultraviolet A 1 radiation)
VAS - vizualna analogna skala

VIN — vulvarna intraepitelna neoplazija

VR1 — vaniloidni receptor 1 (engl. vaniloid receptor 1)
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1. UvVOD



1.1. Definicija bolesti

Lihen sklerozus (lat. lichen sclerosus, LS), sa sinonimima ,,lichen sclerosus et atrophicus®,
,balanitis xerotica obliterans®, ,,kraurosis vulvae®, i ,hipoplasti¢na distrofija“ je kroni¢na
upalna bolest koze koja zahvaca ekstragenitalnu i genitalnu kozu (1). Etiologija bolesti je
nepoznata, a tijek progresivan 1 nepredvidiv, obiljezen sklerozom koze, bez zahvacanja

unutarnjih organa.

1.1.2. Povijesne ¢injenice

Prvo spominjanje LS-a datira iz devetnaestog stoljeca, preciznije, 1875. godine, kada je Weir
opisao vulvarni ili oralni LS kao "ihtiozu*, dok se pedijatrijski vulvarni LS prvi puta spominje
1901. godine. Godine 1885. Breisky uvodi naziv kraurosis vulvae za vulvarni LS. Tek 1892. g.
Darier daje klasi¢ni patohistoloski opis bolesti. Od tada je u uporabi bio naziv lichen sclerosus
et atrophicus, koji je izmijenjen 1976. godine kada je sufiks ,.et atrophicus® ukinut
Friedrichovom spoznajom da se radi o distrofiji, a ne atrofiji zahvacene koze. Internacionalno
drustvo za proucavanje vulvovaginalnih bolesti (engl. International Society for the
Vulvovaginal Disease) je iste godine uvelo izraz lichen sclerosus kao sluzbeni naziv bolesti te

potaknulo izbjegavanje koristenja izraza ,,kraurosis« i ,,leucoplakia“ (2).

1.1.3. Epidemiologija bolesti

Rezultati epidemioloskih studija ukazuju na ¢esto nedovoljno prepoznatu 1 kasno postavljenu

dijagnozu LS-a, uz prevalenciju od priblizno 0,1-0,3%, s omjerom 10:1 u korist Zena (3, 4).

LS se moze razviti u bilo kojoj zivotnoj dobi, no, najéescée se javlja u bimodalnoj distribuciji s
dva vrska incidencije: kod predpubertetskih djecaka i predmenarhalnih djevojcica (prosjek 7,6
godina) i Zena u postmenopauzi (prosjek 52,6 godina) te muskaraca srednje zivotne dobi (2, 3,
5-8). Postoje sumnje da je bimodalna distribucija bolesti mozda detekcijska greska tj. ,bias*
upravo zbog razloga koji su prethodno navedeni (9). Iako su epidemioloski podaci za
pedijatrijske forme LS-a ograniceni, vjeruje se da se otprilike 7% do 15% svih slucajeva javlja
kod djece (10). Otprilike 1 na 900 djevojcica ¢e razviti vulvarni LS. Studija na 327 djevojcica
je utvrdila prosjecan pocetak bolesti u dobi od 5,4 godina, no uz ¢esto kaSnjenje u postavljanju
dijagnoze i do 1,6 godina (11). Retrospektivna analiza na 411 patohistoloskih uzoraka prepucija

koji nisu imali dijagnosticiranu dermatozu pokazala je kod otprilike 10% uzoraka tipicnu
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patohistoloSku sliku LS-a (12). LS se vjerojatno pojavljuje mnogo ¢eSée nego S§to se ranije
oc¢ekivalo, uz, kao $to je i prethodno navedeno, i dalje ve¢u pojavnost kod pripadnica zenskog

spola (~3% u zena i >0,07% u muskaraca) (6, 13).

1.1.4. Etiopatogeneza bolesti

lako je etiologija LS-a jos uvijek nejasna, mozemo reci da se radi o multifaktorijalnoj bolesti u
Cijoj etiopatogenezi ulogu imaju: genetska predispozicija, autoimuna podloga, infektivno
zbivanje, lokalna mehanicka iritacija i hormonski status. Mnoga saznanja dobivena posljednjih
godina sve viSe upuéuju na autoimuno induciranu bolest kod genetski predisponiranih
pojedinaca, uz eventualan utjecaj hormonalnih ¢imbenika te ulogu prethodne infekcije kao
okidaca, te traume i okluzivnog vlaznog okruzenja kao precipitiraju¢ih ¢imbenika (14). Postoji
niz etioloskih i epidemioloskih studija o autoimunoj podlozi bolesti kod genetski
predisponiranih pojedinaca. Obiteljske studije na preko 1000 Zena opisuju kod njih 12% LS-a
u 0sobnoj i obiteljskoj anamnezi (15, 16), a postoje i prikazi slu¢ajeva koji opisuju LS vulve u

monozigotnih blizanki (17, 18).

Utvrdena je visoka povezanost s genima koji reguliraju antigene klase 11 humanog leukocitnog
antigena (engl. human leukocyte antigens, HLA), koji su uklju¢eni u humoralni imunitet, kao
$to su DQ7, DR12, DRB1*12 i DRB1*13 (19-21). Zene s LS-om imaju povec¢anu prevalenciju
HLA-DQ7, -DQ8, -DQ9, i -DR12 u usporedbi s kontrolama, a sam HLA-DQ?7 prisutan je u
50% odraslih Zena i 66% pretpubertetskih ispitanica (8, 21).

Osobe s HLA-DR17 imaju manju pojavnost LS-a, §to se moze interpretirati kako HLA antigeni
1 njihovi povezani haplotipovi mogu uvjetovati i pojacanu, ali i smanjenu incidenciju LS-a,

ovisno o antigenu (20, 22).

Ponavljane (repetitivne) nasljedne varijante odredena Cetiri gena su prepoznate kao razlog
nefunkcionalnosti ekstracelularnog matriks proteina u svih sedam zahvacenih pacijenata, ali
iste nisu pronadene u zdravih kontrola. Geni sa ovim varijantama ukljucuju CD177 (engl.
cluster of differentiation 177; aktivacija neutrofila), CD200 (engl. cluster of differentiation 200;
inhibicijski signal makrofaga), ANKRD18A (engl. ankyrin repeat domain-containing protein
18A; epigenetska regulacija) i LATS2 (engl. large tumor suppressor kinase 2; ko-represor

androgenog signaliziranja) (23).



Nedavno su epigenetski putovi implicirani kao uzrocnici ili pospjeSivaci bolesti, osobito
mikroRNA-155 (engl. microRNA-155, miR-155), gen za ECM1 (engl. extracellular matrix
protein 1) protein, galektin-7, tumorski protein p53 i epigenetske modifikacije na CDKN2A
(engl. cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) (22).

LS pokazuje karakteristike u skladu s drugim autoimunim stanjima, ukljucujué¢i veéu
prevalenciju medu pripadnicama zenskog spola 1 povezanost s drugim autoimunim stanjima
(15, 24, 25). LS se ¢esto javlja uz razli¢ite autoimune bolesti kod kojih su detektibilna serumska
autoantitijela, kao $to su morfea, autoimune bolesti Stitnjace (Hashimotov tireoiditis i
Gravesova bolest), reumatoidni artritis, perniciozna anemija, dijabetes melitus tipa I, alopecia
areata, vitiligo i autoimune bulozne dermatoze tipa buloznog pemfigoida (26-30). U pojedinim

studijama ¢ak 12-16% zena s LS-om je imalo i autoimuni tireoiditis (24, 31).

U pretpostavljenom etiopatogenetskom modelu humoralne autoimunosti i stvaranja
autoantitijela na proteine koze, u sluaju LS-a, pronadena su protutijela na protein
ekstracelularnog matriksa 1 (glikoprotein koji djeluje kao "biolosko ljepilo" na dermo-
epidermalnom spoju) u bolesnica s anogenitalnim LS-om (32), a isto je bilo primjenjivo u
imunopatogenezi LS-a penisa (5). Autoantitijela na ECM1, koja se nalaze u 74% Zena s LS,
utjeCu na regulatorno vezanje ECM1 na matriksnu metaloproteinazu-9 (MMP-9), te dovode po
pojacane sinteze kolagena, posebice tipa V, §to u konaénici dovodi do procesa skleroze (32,
33). MMP-9 i matriksna metaloproteinaza-2 su kolagenaze i zelatinaze, vazne u procesu
remodeliranja kolagena, ¢iji je izrazaj zajedno s izrazajem njihovih tkivnih inhibitora, povisen
u uzorcima vulvarnog LS-a (34). Navedeni proces olakSava i disregulacija keratinocitnog

proteina galektina 7, ¢iju sintezu regulira p53, a uloga mu je inhibirati rast fibroblasta i povecati

sintezu kolagena (35).

Do otkri¢a autoantitijela na ECMI1 protein doSlo se proufavanjem autosomno recesivne
genodermatoze koja se naziva lipoidna proteinoza, a koja ima slicnu koZnu patologiju kao LS
te umjesto humoralne autoimunosti u podlozi ima ,,l0ss-of-function* mutaciju gena za ECM1

protein (32, 36-38).

Osim toga, nedavne studije (kako na animalnim modelima, tako i in vivo) su pokazale ulogu
ECMI1 proteina u genetskoj predispoziciji za upalne bolesti crijeva, za stjecanje imunoloske

tolarancije te za alergijske reakcije posredovane T limfocitima i aktivacijom B limfocita (37,



39-41). Medutim, autoimunost na ECM1 nije sama po sebi dostatna za objasnjenje patogeneze

LS-a.

Uz autoantitijela na ECM1 protein spominju se i ona na antigen buloznog pemfigoida, iako
njihova uloga u patogenezi bolesti nije razjasnjena, ali doprinosi hipotezi da je LS autoimuna
bolest s humoralnim odgovorom (32). Osim ve¢ spomenute povezanosti s autoimunim
bolestima i pojavom LS-a u obitelji, za povetano razumijevanje imunoloSkih i genetskih
elemenata ukljucenih u patologiju LS-a treba ukljuciti i autoimunogenu aktivaciju, sklerozu

tkiva i oksidativni stres (22).

Poznato je da odsutnost supresivne funkcije regulatornih T limfocita poti¢e autoimunu reakciju.
Postoji utvrdena povezanost izmedu odgovora Thl limfocita i autoimunih bolesti (22). Upala
U LS-u je posredovana poja¢anom regulacijom citokina pomagackih T limfocita Thl podtipa,

u ¢ije je promicanje diferencijacije uklju¢ena miR-155 (42).

Kada je, kao u sluc¢aju LS-a, miR-155 prekomjerno izrazen to moze poremetiti T regulatornim
limfocitima posredovanu supresiju dovodeci do gubitka samotolerancije i poti¢uci upalu, a time

I autoimunost (22).

Disregulacija zbog prekomjernog izrazaja miR-155 takoder je povezana s pove¢anom sintezom
kolagena i stvaranja sklerotskog tkiva te inhibicijom supresorskih gena FOXO3 (engl. forkhead
box O3) i CDKN1B (eng. cyclin-dependent kinase inhibitor 1B), sto dovodi do pojacane sinteze
kolagena (43). U pojedinim patohistoloskim uzorcima otkriveno je oksidativno ostecenje DNA
(engl. deoxyribonucleic acid), koje ukazuje da samo oksidativno osSte¢enje DNA, lipida i

proteina moze doprinijeti sklerozi, autoimunosti i karcinogenezi u LS-u (44).

Naime Thl citokini koji se lu€e tijekom upalnog procesa dovode do oslobadanja reaktivnih
kisikovih spojeva (engl. reactive oxygen species), poti¢uéi autoimunost i oksidativni stres, koji
potom pridonosi inaktivaciji tumorskih supresorskih gena, ukljucujué¢i p53 i CDKNZ2A,
dovodec¢i do proliferacije stanica i karcinogeneze (22, 45). Do sada su implicirane virusne
infekcije humanim papiloma virusom (engl. human papillomavirus, HPV) i virusom hepatitisa
C, lokalne infekcije (uretritis, vulvovaginitis) te infekcija bakterijom Borreliom burgdorferi,
uzro¢nikom Lajmske bolesti, okidac¢ima za LS ali su dokazi kontradiktorni (46, 47). HPV je
prisutan u zna¢ajnom broju penilnih lezija kod djecaka (48). Sto se ti¢e B. burgdorferi, ona je
dokazana u koznim lezijama, razli¢itim tehnikama, od bojanja srebrom, preko PCR-a i

serologije (49-51). Medutim, veéina potvrdnih studija je radena na stanovniStvu Austrije i



okolnih europskih zemalja, te ne$to manje u Japanu, dok one provedene u Ujedinjenom
Kraljevstvu, Sjedinjenim americkim drzavama (SAD) i Australiji nisu dokazale prisutnost B.
burgdorferi u lezijama (49, 52-54). Treba imati na umu i geografske razlike u genotipovima,
gdje u Europi dominiraju B. garinii i B. afzelii, a u SAD-u B. burgdorferi sensu stricto. Europski

sojevi su detektirani i u lezijama morfee, lajmske bolesti te atrophoderme Pasini-Peirini (55).

Jedna od manifestacija vulvarnog LS-a je Koebnerov fenomen tj. pojava lezija na mjestima
ozlijedene ili traumatizirane koze uslijed CeSanja ili seksualne aktivnosti. Stoga ponovljena
trauma 1 iritacija navedenog podru¢ja mogu djelovati kao precipitiraju¢i ¢imbenik za bolest
(56). Neki od ¢imbenika koji se takoder navode su noSenje tijesne odjece, ucestala voznja
bicikle, inkontinencija urina, radioterapija, mjesto vakcinacije, kroni¢ne rane te stome (37,38).
Bimodalna distribucija bolesti u zena u predpubertetskom i postmenopauzalnom razdoblju
sugerira povezanost pojavnosti LS-a s niskim razinama estrogena, iako nedostaju istrazivanja
koja bi dokazala ovu teoriju. U studijama se biljezi poviSen izrazaj receptora za estrogen u
bioptatima koznih promjena kod vulvarnog LS-a. Istrazivanja pokazuju da je uzimanje
kontracepcije samo progesteronom u negativnoj korelaciji s LS-om, kao i uzimanje
supstitucijske terapije estrogenima. Takoder je uoCena snizena vrijednost testosterona i
androstendiona te gubitak receptora za testosteron u lezionalnoj kozi (57, 58). Utvrdeno je da
su razine dihidrotestosterona u serumu znacajno smanjene u pacijenatica s nelije¢enim LS-om
vulve §to upucuje na to da bi smanjena aktivnost Sa-reduktaze mogla biti etioloski ¢cimbenik za
LS (57). Zbog navedenog, u proslosti je pokusSana terapija lokalnim preparatima testosterona,
no navedeni modalitet lijeCenja je napusten zbog nedostatka dokaza o ucinkovitosti (59). U
jednoj retrospektivnoj studiji na premenopauzalnim Zenama koje su uzimale oralne
kontraceptive uoceno je da oni iz antiandrogene skupine mogu potaknuti razvoj LS-a vulve u
predisponiranih Zena (60). S obzirom na dvojbenu ulogu hormona ova je teorija 0

etiopatogenezi posljednjih godina stavljena po strani.



-etska predispozicija
. Okidaci - Epigenetika

|
' .

- Autoimunost bnormalnosti
—’ - -
gena i fibroblasta

k
&

i

Vaskularno
ostecenje

k J

malno-epidermalne
promjene

Slika 1. Shematski prikaz etiopatogeneze lihen sklerozusa. Slika je djelo autora.

1.1.5. Klasifikacija bolesti

Klasifikacija stadija bolesti nuzna je kako bi se postigla ujednacena podjela bolesnika i odredilo

adekvatno lijeCenje (61-63).

Za sada ne postoji sluzbena klasifikacija, ali se na temelju klinicke slike, anatomskih promjena
i subjektivnih simptoma moze govoriti o ranom i kasnom stadiju bolesti. Takoder se ista podjela
moze primijeniti i na temelju razli¢itih patohistoloSkih elemenata u ranim i kasnim stadijima

bolesti.

1.1.6. Klinicka prezentacija

Klinicka slika LS-a se razlikuje po spolu, dobi pojavnosti i mjestu lezije, odnosno razlikujemo
klini¢ku sliku kod muskaraca i zena, djece i odraslih te genitalne i ekstragenitalne forme bolesti
(Slike 1 i 2). Genitalni LS u Zena prezentira se zaravnjenim papulama boje slonovace, koje
postupno konfluiraju u plakove razli¢itih dimenzija, uz moguénost prisutstva edema, vezikula,
purpure, ekhimoza, krvarenja, erozija i ulceracija. Pojava purpure Cesto je rani znak genitalnog
LS-a u zena (64). Moguca je i pojava Koebner-ovog fenomena (izomorfni odgovor tj. pojava
nove kozne lezije kod oboljelog na mjestu traume). Cesto se anogenitalno uo&e hiperkeratoti¢ne

lezije koje se sastoje od atroficnog, bjelkastog epidermisa, distribuirane u formi broja osam.



Kod genitalnog LS-a u Zena moguca je pojava sekundarne lihenifikacije uslijed ucestalog
ceSanja koja se izmjenjuje s hipertroficnim arealima te se ¢esto naziva ,,mijeSana vulvarna
distrofija™ (65). Atrofija koze Cesto se opisuje kao koza poput pergamenta ili cigaret papira
(tanka, naborana, blago udubljena koza). Rjeda klini¢ka obiljezja su mali hiperkeratoti¢ni
nodusi i papule (66), pojava hemoragi¢nih bula koje cijele s pojavom milija (67) te linearne
lezije (68). lako su lezije u genitalnom LS-u leukodermicne, postoje i hiperpigmentirani areali
koji su posljedica inkontinencije melanina (69, 70). Smatra se da je leukodermija posljedica
smanjene sinteze melanina ili blokade u transferu melanina prema keratinocitima (71). lako
mukoza nije nikada zahvadena postoji mogucénost oziljkavanja S§to moze rezultirati
aglutinacijom malih usana, obliteracijom klitorisa i suzenjem introitusa vagine. Priblizno 30%
zena s LS-om razvije perianalne lezije, koje se Sire na straznjicu i prepone. Vodeci subjektivni
simptom je intenzivan svrbez. Erozije, pukotine i/ili suZenje vaginalnog otvora mogu
uzrokovati bol i bolan spolni odnos (59, 72). Genitalni LS u odraslih muskaraca obi¢no se
pojavljuje u vidu bjelkastih prstenastih areala na prepuciju, koronalnom sulkusu penisa i glansu
penisa, ali rijetko na korpusu penisa. Rijetko je moguca i istovremena pojava ekstragenitalne
lezije. Dugotrajne promjene stoga mogu uzrokovati zatezanje prepucija, i u konacnici rezultirati
fimozom, §to rezultira erektilnom disfunkcijom ili bolnom erekcijom (59). Kod obrezanih
odraslih osoba LS se javlja u 11-30% navedenih (73, 74). Uz svrbez, kao vodec¢i simptom,
moguce su i dizuricne tegobe. Za razliku od Zena, perianalne lezije 1 gastrointestinalne smetnje

su u vrlo rijetke kod muskaraca, no zato su moguce posljedi¢ne strikture uretre (75).
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Slika 2. Klini¢ki oblici lihen sklerozusa. Sliku izradio autor.

Ekstragenitalni oblik bolesti se javlja u 6% do 20% bolesnika (76). Cesée se javlja kod Zena,
i to na gornjoj polovini trupa, aksilama, straznjici i bo¢noj strani bedara te zapes¢ima i celu.
Rijede se javlja palmarno, plantarno, na kozi prstiju, lica (77-79), vlasiSta te na mjestu
vakcinacije ili ozljede (80). Vrlo rijetko ekstragenitalne lezije se javljaju u Blashkovim linijama,
bilateralno zosteriformno ili budu potencirane izlaganjem suncu (81). Tipi¢ne kozne lezije
prezentiraju se plakovima boje slonovace, povremeno s moguénoS¢u hemoragije.
Diferencijalno dijagnosticki treba ih razlikovati od morfeje, koja za razliku od ekstragenitalnog
LS-a nema hiperkeratoti¢an izgled pracen osje¢ajem svrbeza i boli (59). Kada govorimo o
pedijatrijskoj prezentaciji klini¢ke slike, u djevoj¢ica koje boluju od LS-a, njih 94,6% ima samo
anogenitalne lezije, a preostalih 5,4% ima samo ekstragenitalne lezije ili anogenitalne i
ekstragenitalne lezije. Svrbez, bol, dizurija i osjecaj Zarenja u anogenitalnom podruc¢ju su
najées¢i prijavljeni simptomi. Otprilike 58-89% djevojcica ima opstipaciju i gastrointestinalne
tegobe (82-85). U klini¢koj slici dominiraju hipopigmentirani i hiperpigmentirani areali koZze,
eritem, fisure, ekhimoze, atrofija koze i keratoti¢ne papule, distribuirani u genitalnoj regiji u
obliku ,,osmice” (male usne, klitoris i perianalno podrucje) (83). Povremeno se opisuju
asimptomatske vaskularne lezije (angiokeratomi i telangiektazije) (86-89). Cesto su prisutne
erozije, kao posljedica ¢eSanja uslijed intenzivnog svrbeza. U kasnijim fazama bolesti moguce
su i anatomske promjene tipa sljepljivanja malih usana (90, 91). Svakako je bitno naglasiti da
se genitalni LS ne smije zamijeniti sa spolnim zlostavljanjem oboljelog djeteta, koje ponekad
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moze biti ne samo diferencijalno dijagnosticka, nego i konkomitantna dijagnoza te kao takva
pogorsavati klinic¢ku sliku zbog traumom inducirane upale tj. Koebnerovog fenomena (65, 84,
92). Kod djecaka u klini¢koj slici dominiraju redom: fimoza (52%), balanitis (13%) ili
poremecaji korpusa penisa (10%) (93). U skupinu djecaka koji su skloniji razvoju LS-a
pripadaju oni sa ste¢enom fimozom (94-96). Ucestalost LS-a u neobrezanih dje¢aka s fimozom
krece se od 2% do 95%, a 30-tak najvecih kohortnih studija pokazuju 10-50% (97, 98). Fimoza
se najéesce razvija posljedicno zbog skleroze prepucija koji se manifestira bijelim prstenastim
arealom. Rijede su prisutne i ostale promjene tipa oziljkavanja, pigmentnih promjena,
teleangiektazija, purpure i eritema (82, 99). Nakon operativnog lije¢enja fimoze ¢esto zaostaju
simptomi poput dizurije, baloniranja prepucija, retencije urina i erektilne boli. Kod djecaka
koza perianalne regije je iznimno zahvacena te je opstipacija kao jedan od simptoma bolesti

znacajno rjeda u usporedbi s djevojcicama.

Koza skrotuma nije nikada zahvaéena. Ekstragenitalni LS prisutan je u 0,4—6% djecaka s LS-
om (82). Osim gore navedenih, klasi¢nih prezentacija bolesti, od nedavno postoje publikacije
o rijetkoj formi LS-a usana, bukalne sluznice, gingive, jezika i nepca te o lijekom uzrokovanom

LS-u. Promjene su asimptomatske i bez do sada opisane maligne alteracije (68).

Nedavne studije posebno isticu LS i lihen planus kao nuspojavu imunoterapije ,,checkpoint
inhibitorima® koja u nekim slu¢ajevima postaje indikacija za prekid navedene onkoloSke
terapije kako se postigla potpuna remisija (100). Opisan je i slu¢aj pojave penilnog LS-a nakon

intrakavernozne aplikacije alprostadila, lijeka za erektilnu disfunkciju (101).

1.1.7. Patohistoloska slika

Genitalni LS dijeli patohistoloske znacajke s ekstragenitalnom varijantom (102). Trakasti
infiltrat limfocita u gornjem dermisu, vakuolarna degeneracija bazalnog sloja epidermisa i blaga
homogenizacija papilarnog dermisa vide se u ranim lezijama, dok je u kasnim lezijama prisutna
ortokeratoticka hiperkeratinizacija i epidermisa i gornjeg dermisa, hijalinizacija i skleroza
dermisa i papilarnog dermisa, vaskularne promjene, teleangiektazije i intersticijski limfocitni
infiltrat (102). PatohistoloSki je prisutan tipican subepidermalni edem s homogeniziranim
vlaknima kolagena koja se slabo bojaju na hemalaun i eozin te s vremenom ta zona postaje
skleroti¢na i1 s dosta eozinofila uz postupno zadebljanje bazalne membrane i pojacan izrazaj
kolagena IV i VII te dilataciju tankih krvnih zila s povremeno prisutnom hemoragijom (103).

Ispod edema nalazi se gust perivaskularni limfocitni infiltrat, s dominantno T limfocitima u
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srednjem dermisu. Kod potpuno razvijene klinicke slike vulvarnog LS-a, u infiltratu se
uocavaju plazma stanice i histiociti. Moze se uociti i eozinofilna spongioza, koja uz
ekskorijacije 1 egzocitozu limfocita, Cesto ide u prilog slabijem terapijskom odgovoru te
mastociti i njihove otpusStene granule (104). Promjene u epidermisu kod vulvarnog LS-a, mogu
biti razlicite, od hiperplazije do distrofije. Vulvarni LS bez pridruzenog karcinoma cesto imitira
lichen simplex chronicus i za njega je karakteristiCan epidermis koji moze biti ¢ak trostruko
deblji od onog u ekstragenitalnoj varijanti bolesti. Adneksa je najcesce o¢uvana. Studije opisuju
1 makrofagnu elastofagocitozu na spoju homogeniziranog kolagena i podlezeceg retikularnog
dermisa, Sto se moze smatrati jednim od razloga za smanjenje broja elasti¢nih vlakana u ovoj

bolesti (105).

Moguce histoloske vaskularne promjene u LS-u su leukocitoklastiéni vaskulitis (rijetko),

limfocitni vaskulitis (nerijetko) te granulomatozni flebitis (ekstremno rijetko) (106, 107).

U ranim lezijama elasti¢na vlakna bivaju potisnuta prema nizim slojevima od strane zone edema
i postupno unistena. U gornjim slojevima dermisa uoc¢ava se smanjenje fibrilina, dok su njegove
vrijednosti ispod zone bazalne membrane (BMZ) uredne. Tu se mogu naéi i male koli¢ine
mukopolisaharida uz mjestimi¢ne rupture na BMZ-i s fragmentima pozitivnim na bojenje
perjodnom kiselinom u podleze¢em dermisu (104). Takoder su u razini lamine dense i lucide
prisutne broje invaginacije i pukotine, dok je kod buloznih formi LS-a vidljiva kompletna
separacija ispod lamine dense. Upalni infiltrat u ranim lezijama je obilan, superficijalno
rasporeden 1 trakast, ¢esto imitiraju¢i onaj u lihen planusu. Navedeni upalni infiltrat, uz
apoptozu i vakuolizaciju je dio tzv. ,,interface dermatitisa® ili lihenoidne reakcije. S vremenom

upalni infiltrat postaje Siri, rasprSeniji i manje intenzivan, uz zahvacanje adnekse (108).

U patohistoloskom nalazu se moze uociti 1 proliferacija atipi¢nih melanocita nevoidnog ili
malignog karaktera, koji proliferiraju uz umnoZeni kolagen. Smatra se da citokini u
izvanstani¢énom okoli$u te promjene u ekstracelularnom matriksu doprinose ovakvom fenotipu

atipi¢nih melanocitnih lezija i ¢ak melanoma u slu¢ajevima vulvarnog LS-a (109).

1.1.8. Subjektivni simptomi

Najintenzivniji simptom, posebice kod vulvarnog LS-a zena u postmenopauzanoj dobi, je
svrbez, rjede bol prilikom spolnog odnosa (31, 110). Kod muskaraca srednje dobi naj¢esci

simptom je erektilna disfunkcija zbog fimoze i boli (5). Kod pedijatrijskih formi LS-a djecaci
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se obi¢no Zale na suZenje prepucija, Sto se diferencijalno dijagnosticki treba razlikovati od
fizioloske fimoze. DjevojCice obi¢no imaju simptome anogenitalnog svrbeza te bolne

defekacije i opstipacije (111).

1.1.9. Dijagnoza

LS se dijagnosticira temeljem klini¢ke slike ili po potrebi nakon biopsije koze (44). U
djevojcica biopsije opcenito nisu potrebne. Kod djecaka dijagnoza iskljuivo na temelju
klini¢ke slike moze dovesti do propusta dijagnoze LS-a, pa se kod njih ¢eS¢e radi patohistoloska
analiza (nakon terapijske cirkumcizije), ali korelacija izmedu klini¢ke 1 patohistoloske
dijagnoze varira, u rasponu od 53% do 88% (112-115). Postoji nekoliko slu¢ajeva u kojima je
nuzno napraviti biopsiju kozne promjene te istu i dokumentirati: u slucajevima kada je klinicka
dijagnoza nesigurna, kod atipicne ekstragenitalne prezentacije, ako nije postignut
zadovoljavajuéi terapijski odgovor na preporuceno lijeCenje prema smjernicama za lijecenje

bolesti, ukoliko se radi terapijska cirkumcizija te kod sumnje na malignu alteraciju (76).

Bioptira se granica izmedu promijenjene i zdrave koze, hiperkeratoti¢ni areal, perzistirajuca
erozija ili ulceracija te suspektna pigmentna promjena (79). Cesto se u dijagnostici sluzimo i
dermatoskopijom (epilumiscentnom mikroskopijom), neinvazivnom in vivo tehnikom koja se
primarno koristi pri pregledu koznih promjena putem uredaja - dermatoskopa. Dermoskopijom
LS lezija ponekad mozemo doci do dijagnoze kod klini¢ki dvojbenih slucajeva. Kod vulvarnog
LS-a ¢esto vidimo sivo-plave tockice, u uzorku tzv. ,,pepperinga®, koje odgovaraju dermalnim
melanofagima. Uocavaju se i ljuske te folikularni otvori poput komedona Kkoji nisu vidljivi
histoloskim pregledom.Vaskularne lezije se prezentiraju u vidu vrlo rijetkih, nespecifi¢no
rasporedenih Zila, uglavnom linearnog izgleda. U ranoj fazi bolesti krvne Zile su tockastog
izgleda. Patognomonicna su bezstrukturna mrljasta podrucja, bjelkaste do bijelo-zuckaste 1
ruzicasto-bjelkaste boje na difuznoj bjelkastoj pozadini. Kod ekstragenitalnih formi LS-a

tipi¢no se uocavaju bjelkasta bezstrukturna podrucja i otvori poput komedona (116).

Druga neinvazivna dijagnosticka metoda koju koritimo je reflektivna konfokalna mikroskopija,
metoda svjetlosne mikroskopije kojom se moze detektirati svjetlost iz vrlo tankog sloja u
uzorku. Kod LS-a se na istoj uocavaju roznati folikularni ¢epovi, horizontalno postavljeni
akrosiringijum u znatom sloju epidermisa te izmijenjena mreza kolagenih vlakana sa

snopovima zadebljanih, valovitih ili homogenih kolagenih vlakana te razli¢itim upalnim
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infiltratom mononukleara (117). Vrlo rijetko primjenjuje se i elektronska mikroskopija,
pomoc¢u koje se uocava razgradnja i de novo sinteza povrSinskog dermalnog kolagena,
prisutnost kolagena u medustani¢énom prostoru epidermisa, nepravilnosti bazalne membrane i
kondenzacija tonofilamenata u bazalnim stanicama epidermisa (118, 119). Osim dijagnoze
samog LS-a, ukoliko temeljem klinicke procjene postoji indikacija, svakako treba iskljuciti
potencijalno pridruzene autoimune bolesti kao $to je autoimuni tireoiditis, Secerna bolest tipa
1, sklerodermija i reumatoidni artritis (2). Ukoliko postoji sumnja na superifekciju moze se
napraviti mikrobioloSka obrada bakterioloski, viroloski i mikoloski te alergoloska obrada u vidu
epikutanog testa, kod sumnje na sekundarno nastali kontaktni alergijski dermatitis (npr. na

topikalne preparate) (44).

1.1.10. Diferencijalna dijagnoza

Najvaznija diferencijalna dijagnoza (Tablica 1) je morfea za ekstragenitalne forme i erozivni
lihen planus za genitalne forme bolesti, potom slijede: bolest presatka protiv primatelja (engl.
Graft-Versus-Host Disease), inverzna psorijaza, ekcem, vitiligo (osobito kod djece),
vulvitis/balanitis plazma stanica, vulvarna intraepitelna neoplazija (VIN), penilna intraepitelna
neoplazija i planocelularni karcinom (76). Mnogi autori opisuju bolesnike s LS-om i
superimponiranom morfejom, ali postoji moguénost da sekundarni limfedem i skleroza
superficijalnog dermisa imitiraju klinicku i patohistolosku sliku LS-a (120, 121). U jednoj
retrospektivnoj studiji 5,7% od 472 bolesnika s morfejom imalo je i LS (122).
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Tablica 1. Prikaz najc¢esc¢ih diferencijalnih dijagnonza lihen sklerozusa.

Vulvarni LS Muski Oralni LS Ekstragenitalni
genitalni LS LS

Morfea

Lihen planus

Vitiligo

Kontaktni dermatitis

Autoimune bulozne dermatoze

Intraepitelna neoplazija Diskoidni lupus eritematozus

Lihen simpleks kronikus Lihenoidna varijanta bolesti presatka protiv
primatelja

Kandidijaza Hipopigmentirani

Leukoplakija oblik Mikozis

Postmenopauzalna | Zoon balanitis Bijeli spuzvasti fungoidesa

atrofija nevus

1.1.11. Lijecenje

Trenutno nema jedinstvene terapijske strategije za lijeCenje LS-a, djelomi¢no 1 zbog
heterogenosti u klinickoj slici i razlikama u dobnim skupinama unutar kojih se javlja. Posljednje
aktulne smjernice Europskog dermatoveneroloskog drustva datiraju iz 2015.-te godine te se
odnose na anogenitalne forme LS-a. LijeCenje LS-a sastoji se od opé¢ih mjera, lokalnog
lijecenja, sistemskog lijeCenja, kirurSkog lijeCenja te ostalih modaliteta lijeCenja tipa
fototerapije, fotodinamske terapije, lijeCenja laserom, injektiranja masnog tkiva, mati¢nih

stanica i plazme bogate trombocitima (engl. platelet-rich plasma, PRP).

Opc¢e mjere odnose se na genitalne forme adultnog 1 pedijatrijskog LS-a. Potrebno je boles¢u
zahvacéeno podrudje prati njeznim sindetima ili obiénom vodom 1-2 puta dnevno uz obavezno
nanosenje emolijensa zbog smanjenja suhoce koze i osjecaja svrbeza te u svrhu formiranja
barijere prema tjelesnim izluevinama u anogenitalnoj regiji (123). Takoder treba izbjegavati
tijesnu odjecu te aktivnosti tipa jahanja i voZnje bicikla. Za osobe s urinarnom inkontinencijom
jako je vazno preporuciti pregled urologa. U lokalnom lije¢enju primjenjuju se preparati prve i

druge linije lijeCenja. U prvoj liniji lijeCenja su ultra potentni i potentni kortikosteroidi, a u
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drugoj liniji lijeCenja lokalni inhibitori kalcineurina (,,off-label* primjena), takrolimus i

pimekrolimus.

Lokalni potentni ili ultra potentni kortikosteroidi (LKS) su prva linija terapije (59, 124, 125).
Najcesce se propisuje ultra potentni klobetazol propionat 0,05%, dok je potentni mometazon
furoat 0,1% prvi izbor za blaze klinicke slike ili u fazi kada je bolest dobro kontrolirana.
Preferira se podloga u vidu masti jer se bolje tolerira i rjede izaziva kontaktni dermatitis. Koriste
potentnih do ultra-potentnih lokalnih steroida (obi¢no jednom dnevno) tijekom tri mjeseca.
Drugi koriste LKS svaki dan tijekom jednog mjeseca, zatim izmjenjuju dane tijekom jednog
mjeseca i dvaput tjedno tijekom jednog mjeseca (ovo bi moglo biti pozeljno kod djece kako bi
se izbjegla atrofija koze) s pregledom nakon 3 mjeseca. Preporuka za pacijenta je da bi 30 g
LKS, s$to je pakiranje jedne tube, trebalo biti dostatno za 3-6 mjeseci terapije, pa i dulje (44).
Proaktivna terapija ili terapija odrzavanja odnosi se na rezim primjene dva puta tjedno, na
primjer, masti mometazon furoata 0,1% ili masti klobetazol propionata 0,05% te je ucinkovita
i sigurna u odrzavanju remisije i moze prevenirati nastanak zlocudnih promjena (125, 126).
Dugotrajna uporaba vrlo potentnih ili potentnih lokalnih kortikosteroida je u¢inkovita i sigurna
ako je potrebna, posebice kada govorimo o aktivnoj bolesti kod Zena jer kod muskaraca
prednost ima kurativno lijeCenje (76). Iako je broj studija malen, postoje izvjestaji o
intralezionalnoj primjeni kortikosteroida umjesto lokalne primjene i to za ,,zadebljane® i

pruriti¢ne forme LS-a.

Djelotvornost topikalnog takrolimusa od 0,1% u lije€enju genitalnog LS-a vulve potvrdena u
dvostruko slijepoj randomiziranoj studiji na pacijentima s vulvarnim LS-om, ali navedena
skupina lijekova nije odobrena za lijeCenje LS-a (127). Lokalni takrolimus 0,1% takoder se
pokazao uc¢inkovitim u lijecenju bolesnika oba spola te kod genitalne i ekstragenitalne varijante
bolesti, u vremenskom periodu koristenja od 4 do 6 mjeseci. U lijeCenju pedijatrijskih formi
LS-a lokalna 0,03% mast takrolimusa se pokazala ucinkovitom (uglavnom u djevojcica s
anogenitalnim LS-om) kao reaktivna terapija i kao terapija odrzavanja (dva puta tjedno), u
svrhu minimalizacije pojave recidiva (128). Prema aktualnim europskim smjernicama inhibitori
kalcineurina su druga linija lije¢nja u odnosu na klobetazol propionat zbog manje u¢inkovitosti
od klobetazol propionata u kupiranju simptoma svrbeza, peckanja i boli (129). U pojedinim
studijama inibitori kalcineurina koriSteni su kao ,alterniraju¢a® ili premosc¢ujuca terapija

tijekom smanjivanja ucestalosti primjene lokalnih kortikosteroida, te u konacnici kao terapija
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odrzavanja nakon ukidanja istih. Uporaba lokalnih preparata estrogena, testosterona i

progesterona nije preporuc¢ena aktualnim smjernicama za lijeCenje anogenitalnog LS-a (76).

Mnogi lokalni pripravci isprobani su u lije¢enju LS-a, medutim, samo je nekoliko njih ispitano
u klinickim studijama ili kao prikaz slucaja (lokalni kalcipotriol, oksatomid, lokalni agonist
tranzijentnog receptorskog kationskog kanala melastatin 8, intralezionalna primjena
adalimumaba, ispiranje kalijevim permanganatom, topikalnim klorkinaldolom, fitostimolin
vaginalnom kremom/ovulama, lokalnim 1% cidofovirom i sl.) (76). Ukoliko se dobar terapijski
odgovor ne postigne uporabom lokalne terapije postoje razliciti oblici sistemske terapije koji se
preporucuju u aktualnim europskim smjernicama. Sistemski kortikosteroidi preporucuju se u
pulsnoj dozi (1000 mg/dan tijekom 3 uzastopna dana, 1x mjesecno, do 6 mjeseci), uz
moguénost kombinacije s metotreksatom (15 mg/tjedno), i to za generalizirane forme,
dominantno ekstragenitalnog LS-a, koji je rezistentan na ostale oblike terapije. Metotreksat u
dozi od 10 i 15 mg/tjedno tijekom 6 mjeseci, uz moguénost kombinacije sa sistemskim
kortikosteroidima je terapijska opcija za terapijski rezistentni generalizirani LS (130, 131).
Srednje doze ciklosporina (3-4 mg/kg/dan) tijekom 3 mjeseca pokazale su se ucinkovitima u
lijeCenju inace terapijski refrakternog vulvarnog LS-a (132), jednako kao i oralni retinoidi.
Kada govorimo o uporabi vitamina u lije¢enju LS-a spominju se vitamin A, E i D. Kirurska
terapija se primjenjuje kod genitalnih formi lihena. U sluc¢aju vulvarnog LS-a indicirana je samo
kod koegzistencije VIN-e ili fuzije usana, u protivnome riskiramo recidiv koji je Cest oko
oziljaka (133). Kompletna cirkumcizija je terapijski izbor u vecini slu¢ajeva ranog i srednjeg
LS-a kod djecaka i muskaraca, ograni¢enog na prepucij i glans, ali treba prethodno pokusati
lijeCenje s ultra-potentnim lokalnim Kkortikosteroidima. U sloZenijim sluc¢ajevima sa
zahvacenos$cu uretre rekonstruktivna operacija je neophodna i daje dobre rezultate ako je izvode
iskusni uretralni Kirurzi (76). U ostale oblike lijeCenja LS ubrajamo: fototerapiju, fotodinamsku
terapije, lijeCenje laserom, injekcije masnog tkiva, mati¢nih stanica i PRP. Medu njima
izdvajamo fototerapiju ultraljubi¢astim zracenjem A1 (engl. ultraviolet A 1 radiation, UVAL,
340-400 nm) zrakama koje se pokazala kao potencijalna prva linija u lijecenju ekstragenitalnog
LS-a (134, 135) te terapijski najuspjesnijom opcijom ukoliko primjena lokalnih kortikosteroida
nije polucila rezultate u genitalnom LS-u. Kao najvazniju manjkavost UVA1 fototerapije za
lije¢enje vulvarnog LS-a treba navesti povecanu incidenciju planocelularnog karcinoma koze

nakon primjene ovog oblika fototerapije (136, 137).
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1.1.12. Tijek i prognoza bolesti

b PPN13

Iako se LS opisuje kao sporo progrediraju¢a bolest s periodima ,,zati§ja“, opisana je i sponatana
involucija 1 to kod djevojcica, po pojavi menarhe (65, 138-141). Dugotrajne genitalne forme
adultnog LS-a mogu dovesti do oziljkavanja i mutilacija, uz posljedi¢ne poremecaje mokrenja
i seksualne aktivnosti, suzenja uretre i povezanih fizic¢kih oboljenja (142, 143). Ono $to se
najviSe izdvaja je povecani rizik od maligne alteracije u planocelularni karcinom (4,7-10,7%)

(144, 145).

Apsolutni rizik nastanka planocelularnog karcinoma kod muskaraca s LS-om je izmedu 0 i
0,91%, a kod zena izmedu 0,21 i 3,88% (146). Dugotrajna i pravilna terapija znacajno snizava
navedeni rizik, ¢iji je patogenetski mehanizam jos uvijek nepoznat. Pretpostavlja se da ulogu u
karcinogenezi imaju kroni¢na upala, oksidativni stres i tumor-supresorski proteini poput p53
(147, 148). Onkogeni tipovi HPV-a tipi¢no se ne mogu detektirati u karcinomima povezanim s
LS-om (149, 150). Kada govorimo o pedijatrijskim oblicima LS-a poznato je da je vec¢ina
djevojcica imala klini¢ku sliku i simptome i nakon puberteta (151). Reaktivna i proaktivna
terapija lokalnim kortikosteroidima djeluje povoljno na ublazavanje navedenih dugoro¢nih
posljedica (11, 140). U dje¢aka s LS-om koji su podvrgnuti terapijskoj cirkumciziji nalazi
patohistoloSke analize upucuju na fimozu, suZenje otvora uretre i suzenja same uretre, a U 7-
20% djecaka obrezanih zbog LS-a naknadno je potrebno napraviti meatomiju ili meatoplastike
u roku od nekoliko tjedana do nekoliko mjeseci. Nelijeceni LS-a u dje€aka moze dovesti do
komplikacija u vidu opstrukcije mokraénog sustava, pa ¢ak i do zatajenja bubrega (152). U
pedijatrijskoj populaciji s LS-om nije zabiljezen niti jedan slu¢aj maligne transformacije u
planocelularni karcinom (153), ali je opisano 6 slu¢ajeva melanoma vulve u kombinaciji s LS-
om (109, 154).

1.2. Neurogena upala

,Neurogena upala” je naziv za patogenetski model koji opisuje mehanizam kojim osjetni zivci
doprinose upalnom procesu. Kozna neurogena upala je izazvana (ili pojacana) pretjeranim
otpustanjem neuropeptida u kozi, kao $to su peptid povezan s genom kalcitonina (engl.
calcitonin gene-related peptide, CGRP) i tvar P, iz aktiviranih senzornih ziv¢anih zavrSetaka.
Oslobodeni neuropeptidi djeluju na stanice koze koje izrazavaju srodne neuropeptidne
receptore, mikrovaskularne strukture i rezidentne mastocite, Sto dovodi do degranulacije,

vazodilatacije i ekstravazacije proteina plazme i leukocita, a navedeno se klini¢ki u akutnoj fazi
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bolesti manifestira kao crvenilo, toplina, edem i lokalizirani svrbeZz koze (155). Interakcija
izmedu rezidentnih stanica i neurona koze postoji u mnogim kroni¢nim upalnim bolestima
koze, Sto dovodi do povecan0g izrazaja neurotransmitera i proliferacije ziv¢anih vlakana.
Upalni proces se moze inducirati ili pojacati otpuStanjem tvari P (engl. substance P, SP) i
CGREP, te stimulacijom vaniloidnih receptora 1 (engl. vaniloid receptor 1, VR1) i tranzijentnih
receptorskih kationskih kanala podobitelj A ¢lan 1 (engl. transient receptor potential cation
channel subfamily A member 1, TRPA1) (156). Spomenuti neuropeptidi Se mogu otpustiti iz
zivcanih zavrsetaka, ali 1 izravno sintetizirati u kozi 1 osloboditi iz brojnih stanica koze, te mogu
aktivirati razli¢ite vrste stanica 1 tako pokazati Siroki spektar bioloSkog djelovanja. Mogu
inducirati otpustanje histamina iz mastocita, regulirati protok krvi u kozi i sudjelovati u
regulaciji znojenja i nocicepciji, modulirati aktivnost stanica imunoloskog sustava, djelujuci
kao mitoticki i kemotakticki ¢imbenici, inhibirajudi ili stimulirajuc¢i upalne mehanizme (157).
Neuropeptidi i medijatori koje oslobadaju mastociti mogu djelovati na druge susjedne stanice,
ukljucujuéi keratinocite, dendriti¢ne stanice, neutrofile i fibroblaste, dovode¢i do poremecaja
homeostaze koze, abnormalnog rasta koze, diferencijacije i/ili imunomodulacije. Navodi se da
je kozna neurogena upala izrazito kompeksna s viSestrukim, viSesmjernim interakcijama koje

vode do zadaranog kruga procesa koji rezultiraju kroni¢énom upalom (156).

Specificni neuropeptidi imaju svoje receptore na epidermalnim stanicama, stoga se ovaj sloZeni
sustav interakcija ¢ini vaZznom komponentom u brojnim kroni¢nim koZnim bolestima, poput
psorijaze, palmoplantarne pustuloze, atopijskog i kontaktnog dermatitisa, rozaceje, vitiliga,

urtikarije pigmentoze ili prurigo nodularis-a te u konacnici i lihen sklerozusa (158).

1.2.1. Intraepidermalna Ziv¢ana vlakna

Nemijelizirana C vlakna nalaze se u papilarnom dermisu kao i u epidermisu, te se proteZu sve
do zrnatog sloja. Postojanje slobodnih intraepidermalnih ziv€anih vlakana, dugo je godina bila
tema za raspravu, sve dok bojanja srebrom, histokemijskim i imunohistokemijskim tehnikama,
nisu dokazala navedena vlakna u samom epidermisu (159). C-vlakna su peptidergic¢na ili
nepeptidergi¢na na temelju prisutnosti ili odsutnosti izrazaja peptida neurotransmitera kao $to
su SP ili CGRP. Oko 70% nemijeliniziranih C vlakana klasificirano je kao C-polimodalni
nociceptori, koji reagiraju na razliite troficke podrazaje odredene izrazajem njihovog
membranskog proteina, kao §to su kalcijevi i natrijevi kanali (npr. VR1) (155). Osim
neurotropnog utjecaja na stanice epidermisa poznat je blizak dodir izmedu Langerhansovih

stanca 1 ziv€anih vlakana koja sadrze CGRP, §to potvrduje moguénost moduliranja djelovanja
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ovih stnica putem navedenog neuropeptida i govori u prilog neuroimunoloskim funkcijama
koze (160, 161). Poznata je uloga razli¢itih vrsta nemijeliniziranih C vlakana u provodenju
osjeta svrbeza, od histmin-osjetljivin, a mehano-neosjetljivih vlakana do onih mehano-
osjetljivih. Kronic¢ni svrbez, povezan s upalnim i sistemskim bolestima, najceS¢e ne odgovara
na antihistaminike, §to nas navodi na druge, o histaminu neovisne, puteve svrbeza (122).
Neurogena upala se takoder smatra jednim od mogu¢ih mehanizama koji bi mogao pojacati
percepciju svrbeza, neugodnog osjecaja koji izaziva zelju za ¢eSanjem (162, 163). Neki od
perifernih medijatora svrbeza su 1 neuromedijatori koji aktiviraju ionske kanale, a koji su dio
obitelji tranzijentnih receptorskih kationskih kanala (engl. transient receptor potential
channels, TRP), ¢iji se predstavnik, VR1, nalazi i na keratinocitima i na C Ziv€anim vlaknima
(164). lako postoje brojne varijacije, ovisno o anatomskoj regiji, na 1 kvadratni milimetar
epidermisa u prosjeku dolazi 114 ziv¢anih vlakana (165, 166). Liu i suradnici su proucavali
gustocu intraepidermalnih vlakana u kozi zdravih pojedinaca te su dosli do zakljucka da je ona
neovisna o dobi, ali varira unutar razli¢itih anatomskih regija tako $to proksimalni dijelovi tijela
imaju vecu gustocu (167). Mjerenje gustoce intraepidermalnih ziv€anih vlakana najcesée se
koristi pri diferencijaciji neuropatskih bolesti (168), ali i u prou¢avanju svrbeza kod tipi¢no
pruriti¢nih dermatoza kao $to je prurigo nodularis kod kojeg je strukuralna analiza pokazala
smanjenje gustoce intraepidermalnih vlakana i povecan broj zivéanih vlakana pozitivnih na SP
i CGRP u dermisu (169). Takoder i kod pacijenata s numularnim ekcemom distribucija
proteinski genski produkt 9.5 (engl. protein gene product 9.5, PGP 9.5) pozitivnih Ziv¢éanih
vlakana u epidermisu bila je znacajno manja u odnosu na kontrolnu skupinu, ali ne i gustoca
navedenih vlakana u papilarnom dermisu (170). Rad koji je proucavao gustocu zivEéanih
vlakana u lezijama vulvarnog LS-a u odnosu na zdrave kontrole, utvrdio je znacajne razlike u
gusto¢i vlakana izmedu uzoraka LS-a i kontrolne skupine te manje PGP 9.5 pozitivnih
intraepidermalnih vlakana u uzorcima vulvarnog LS-a u odnosu na kontrolne, dok je broj CGRP

pozitivnih epidermalnih vlakana u LS uzorcima bio veci nego u kontrolnoj skupini (171).

1.2.2. Tranzijentni receptorski kationski kanal vaniloida 1

Kod ljudi je identificirano 28 razliCitih prijelaznih receptorskih potencijskih kanala TRP,
grupiranih u 6 obitelji. Jedna od obitelji su i vaniloidni TRP receptori, te je za sisavce
reprezentativan upravo VR1. VR1 je neselektivni kationski kanal koji se aktivira protonima,
toplinom i nekim vaniloidima, poput kapsaicina (172). Izrazava se u nociceptorima i reagira na

nociceptivne podrazaje, transdukciju neuropatske boli i toplinske hiperalgezije izazvane
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upalom. Izrazaj VR1 pronaden je u senzornim i motornim neuronima ljudi i Stakora (172, 173).
Neka istrazivanja na animalnim modelima ukazuju na utjecaj temperature povrsine koze na
permeabilnost epidermalne barijere, te je oporavak iste najbrzi pri temperaturi od 36-40
Celzijevih stupnjeva, Sto nas navodi na zakljucak o ulozi TRPV receptora u homeostazi kozne
barijere (174). Osim njegovog izrazaja senzornim zivcima, VR1, se nalazi u rezidentnim
stanicama koze ili stanicama regrutiranim tijekom kozne neurogene upale te moze pridonijeti
intenzivnoj i uskoj komunikaciji unutar koze izmedu osjetnih zivéanih zavrSetaka, koze i
imunoloskih stanica. Utjecaj pH vrijednosti na VR1 koja se dogada tijekom upalnog procesa u
kozi dio je patofiziologije neurogene upale, boli i svrbeza (155). Uz otpusStanje neuropeptida,
priljev kalcijevih iona u koZu, posredovan VR1, mogao bi potaknuti izrazaj ili otpustanje drugih
proupalnih medijatora i utjecati na imunoloske stanice koze, pridonosec¢i samoodrzanju kozne
neurogene i/ili kozne kroni¢ne upale (156). VR1 se izraZava u osjetnim zivcima i razli¢itim ne-
neuronskim stanicama koze: keratinocitima, sebocitima, nociceptorima, stanicama
imunoloskog sustava, te moguée na melanocitima i fibroblastima (175), $to ukazuje na njegovu
ulogu u patologiji brojnih koznih bolesti prac¢enih svrbezom kao $to su psorijaza, atopijski
dermatitis i Nethertonov sindrom, alergijski kontaktni dermatitis, ali i u procesu cijeljenja rana
(175). VR1 ima ulogu u upalnom procesu u kozi zahvaéenoj psorijazom te potencijalno u
kroni¢nom svrbezu (176-178). Lee i suradnici su na animalnom i humanom modelu pokazali
da se inhibicijom aktivnosti VR1 i posljedi¢nom redukcijom otpustanja CGRP-a moze povoljno

utjecati na svrbez i upalu u porijati¢nim lezijama (179).

Procesi posredovani VR1 receptorom imaju ulogu i u patogenezi oralnog lihen planusa, $to je
jo§ jedan primjer poveéanog broja VR1-pozitivnih ne-neuralnih stanica u upalnim stanjima
(180). Genski izrazaj VR1 je znacajno povecana i u eritematoznoj rozaceji (181). Do sada nema

studija o izrazaju VR1 u kozi zahvacenoj lihen sklerozusom.

1.2.3. Peptid povezan s kalcitoninskim genom

CGRP je neuromodulator koji postoji u C i Ad senzornim ziv€anim vlaknima te s sastoji od 37
aminokiselina (182, 183). CGRP pripada obitelji koja ukljucuje kalcitonin, adrenomedulin,
amilin i adrenomedulin 2/intermedijarni protein. CGRP kod ljudi postoji u dva oblika: taCGRP
(visoko izraZzen u senzornim neuronima) i BCGRP (visoko izrazen u crijevnom Ziv€anom

sustavu) (184).
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Po djelovanju CGRP je vazodilatatorni sekretorni peptid koji se obi¢no izrazava u citoplazmi
neurona malog promjera, kao i u velikim senzornim neuronima i motoneuronima u epidermisu
kraljeznjaka (172, 173, 185). Vazodilatatorno djelovanje CGRP-a dovodi do ekstravazacije
plazme, rezultiraju¢i neurogenom upalom s eritemom i edemom (186). Zajedno sa SP se ubraja
u klasi¢ne neuropeptide koji djeluju izravno na vaskularne endotelne stanice i glatke misi¢ne
stanice, ostvarujuéi tako prethodno spomenuti vaskularni uc¢inak (142). Pokazalo se da CGRP
pojacava prezentaciju antigena na Langerhansovim stanicama kad je u pitanju Th2 stanic¢ni
odgovor pomoc¢nic¢kih limfocita, dok inhibira iste za Thl odgovor, ¢ime pomice aktivnost
navedenih stanica prema prema Th2 stanicnom odgovoru (187). CGRP moze aktivirati
mastocite izravno preko CGRP receptora na povrSini mastocita, Sto moze dovesti do
dvosmjerne pozitivne povratne sprege izmedu zivCanih vlakana i mastocita (188). CGRP,

zajedno sa SP, poveéava kemotaksu eozinofila, aktivaciju i prezivljavanje istih (189).

CGRP ima vaznu ulogu u patofiziologiji neuropatske i upalne boli, budu¢i da se izrazava u
polimodalnim nociceptorima unutarnjih organa i koze (173). CGRP otpusten iz osjetnih Zivaca
utjeCe na diferencijaciju keratinocita, izrazaj citokina, te apoptozu putem moduliranja razine
intracelularnog dusikovog oksida pojacavanjem aktivnosti sintetaze duSikovog oksida. U koZi,
CGRP utjeCe na neurogenu vazodilataciju, regrutiranje upalnih stanica, pomicanje
Langerhansovih stanica prema Th2 odgovoru i aktivaciju mastocita (190). Bolesnici oboljeli od
psorijaze pracene svrbezom imaju veci izrazaj receptora za CGRP u usporedbi s onima bez
svrbeza, dok oni s atopijskim dermatitisom imaju u koZi brojna CGRP-pozitivna Ziv¢ana vlakna
(190). U lezionalnoj kozi oboljelih od rozaceje naden je povisen izrazaj brojnih neuropeptida,
ukljucujué¢i CGRP-a, koji u ovoj bolesti djeluje kao potentan vazodilatator na glatke misi¢ne
stanice arteriola (191). Sli¢nu ulogu, potentnog vazodilatatora ima i u patogenezi upalnog
procesa u kozi oboljelih od psorijaze gdje ostvaruje sinergisticki uc¢inak sa SP (192). Ispitivanje
elektronskim mikroskopom pokazalo je da je broj Ziv€anih vlakana imunoreaktivnih na CGRP
povecan u dermisu prurigo nodularis lezija 1 da su lokalizirana zajedno s mastocitima i
eozinofilima koji su takoder bili povecani u lezionalnoj kozi u usporedbi s normalnom kozom
dok u podrucju bez ziv€anih vlakana nije bilo niti eozinofila niti mastocita, te da navedena
vlakna koji mogu doprinijeti vazodilataciji opazenoj kod prurigo nodularis-a (193). U uzorcima
vulvarnog LS-a uocena je hiperinervacija epidermisa CGRP pozitivnim ziv€éanim vlaknima, te

su autori studije to pripisali poja¢anom ¢eSanju koze zbog intenzivnog svrbeza (171).
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1.2.4.PGP 9.5

PGP 9.5 je ubikvitin karboksil-terminalna hidrolaza L1 (engl. ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase 1, UCHLI) s dualnom hidrolaznom i ligaznom aktivno$c¢u i molekulskom tezinom
od 27 kDa, kodirana UCHL-1 genom. Takoder je deubikvitinacijski enzim (DUB) koji sudjeluje
u posttranslacijskoj modifikaciji proteina dodavanjem i uklanjanjem ubikvitina iz
poliubikvitinskih lanaca. Prvi je put otkriven prije vise godina kao ,,protein specifican za
mozak”, a radi se o visoko o¢uvanom proteinu u neuronima i neuroendokrinim stanicama u
kraljesnjaka, kod kojih ¢ini otprilike 5-10% citoplazmatskih proteina (194). Jedan je od
najboljih pan-neuronskih biljega koji se izrazava su citoplazmi vecine neurona kao i u zivéanim
zavrSecima i neuro-imuno-endokrinim stanicama koze. Sve (peptidergicke i nepeptidergicke)
strukture perifernog zivéanog sustava mogu se vizualizirati pomoc¢u navedenog neurobioloskog
biljega. Njegova koli¢ina ¢ini do 3-5% ukupne koli¢ine proteina u mozgu (194). U kozi je
UCHLZ1/PGP 9.5 povezan sa zivéanim zavrSecima, ali je studija takoder utvrdila njegov izrazaj
u neuro-imuno-endokrinim stanicama koze (195). Takoder ga mogu sadrzavati i keratinociti
bazalnog i suprabazalnog sloja, melanociti, Merkelove i Langerhansove stanice (165, 195, 196).
Nekoliko je studija pokazalo modifikaciju PGP 9.5 imunoreaktivnih aksonskih Ziv¢anih
zavrSetaka i neuro-imuno-endokrinih stanica u kozi tijekom kroni¢ne kozne neurogene upale
(197). Takve promjene u uznapredovalim koznim lezijama mogu nalikovati imunoloski
posredovanoj ozljedi tkiva i ukljuciti keratinocite (kao u primjeru psorijaze) u daljnju
transmisiju svrbeza (41, 198, 199). Promjene u rasporedu i gusto¢i PGP 9.5 pozitivnih Ziv¢anih
vlakana imaju ulogu u kroni¢nim pruriti¢cnim dermatozama, poput atopijskog dermatitisa i
psorijaze (194, 200, 201). Kupczyk i suradnici su provodili studiju kojom su pokusali utvrditi
novi neurobioloski biljeg za svrbez u psorijazi te su utvrdili da postoje razlike u gustoé¢i PGP
9.5 pozitivnih ziv¢anih vlakana u kozi izmedu zdravih pojedinaca i onih oboljelih od psorijaze.
U kozi zdravih pojedinaca PGP 9.5 bio je prisutan u dermalnim Zivéanim vlaknima, koja su
mjestimi¢no prelazila dermo-epidermalnu granicu te samo u pojedinacnim slucajevima su
ucena slobodna epidermalna vlakana koja su prodirala do stratum spinozuma ili granulozuma.
U epidermisu oboljelih od psorijaze bili su prisutni brojni Ziv¢ani zavrsetci, od kojih su neki

¢ak dosezali stratum corneum, uz jak izrazaj PGP 9.5 unutar sloja bazalnih keratinocita (200).

Zauzvrat, izrazaj PGP 9.5 u psorijati¢nim lezijama bio je raznovrsniji i pokazao je graduirane
obrasce izrazaja: izrazaj PGP 9.5 primijecen je u bazalnim keratinocitima sa slobodnim PGP
9.5 pozitivnim epidermalnim ziv€anim zavrSecima ili bez vidljivog izrazaja unutar bazalnih

keratinocita, ali s tendencijom prelaska sa slabog izrazaja PGP 9.5 unutar ziv€anih zavrSetaka
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na jak izrazaj PGP 9.5, kada gledamo prema suprabazalnim keratinocitima. Cini se da su Zivéani
zavrSeci u psorijatiénim lezijama izduZeniji u usporedbi s onima u kozi zdravih pojedinaca

(200).

Kada se proucavala uloga PGP 9.5 imunoreaktivnih Ziv¢anih vlakana u jo$ jednoj dermatozi s
lokaliziranim inetenzivnim svrbezom, lihen amiloidozusu, zakljucak je bio da je u oboljelom
tkivu doslo do smanjenja gustoce inervacije u epidermisu i dermoepidermalnom spoju, sto bi,
kroz senzibilizaciju postojecih ziv€anih vlakana, moglo biti odgovorno za jaki svrbez koji se

vidi u ovom stanju (202).

Sto se ti¢e ekpresije PGP 9.5 pozitivnih vlakana u koZi bolesnika oboljelih od LS-a, do sada su
dostupni samo podaci koji su usporedivali raspodjelu navedenih vlakana u uzorcima adultnog
vulvarnog LS-a i zdravih kontola, a koji su pokazali manju gustoc¢u intraepidermalnih PGP 9.5

pozitivnih vlakana u uzorcima vulvarnog LS-a, usporedno s kontrolom (171).

1.2.5. Kaspaza-3

Kaspaze (cistein aspartat specifiéne proteaze) su skupina proteaza koje na aktivnom mjestu
sadrze cistein te se aktiviraju u procesu programirane stani¢ne smrti - apoptoze (203). Kaskadna
aktivacija kaspaza moze biti potaknuta iz same stanice (unutra$nji put) ili izvana (vanjski put)
(204, 205). Razlikujemo inicijatorske i izvr$ne kaspaze, s tim da su inicijatorske kaspaze
kaspaza-2, -8, -9 i -10, a izvrSne kaspaza-3, -6 i -7 (204). Glavnu ulogu u procesu apoptoze ima
kaspaza-3 jer u slucaju njene supresije apoptoza nije moguca, a s obzirom da je kaspaza-3
ukljuéena i U unutrasnji i vanjski put stani¢ne smrti, detekcija njezine aktivacije predstavlja
izvrstan biljeg za apoptozu (206). Imunoreaktivnost aktiviranog oblika kaspaze-3 opisana je
unutar lezija pruriticnih dermatoza kao Sto su psorijaza (203), i akutna faza atopijskog

dermatitisa (207). Aktivacija kaspaze-3 u lezijama LS-a nije opisana u literaturi.

1.2.6. Proliferacija

Proliferacija je umnoZzavanje ili uzastopno stvaranje novih stanica ubrzanim mitotickim
diobama tijekom stvaranja novoga tkiva. Fizioloska proliferacija javlja se tijekom
embrionalnoga razvoja te u stanjima u kojima je potrebno ubrzano umnozavanje stanica, kao
regeneracija tkiva ili upalnog procesa tkiva. Patoloska proliferacija javlja se kod bujanja

malignih tumorskih stanica. Intenzitet proliferacije moze se procijeniti razli¢itim citoloSkim 1
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histoloskim postupcima. Od imunohistokemijskih metoda najviSe se koristi odredivanje
antigena jezgre Ki-67 (Ki prema Kiel University, a 67 prema rednom broju u mikrotitarskim
plo¢icama kada je otkriven). Ki-67 je nehistonska jezgrina bjelanc¢evina (208), koja se nalazi u
stanicama u svim fazama stani¢nog ciklusa (G1, S, M i G2 faza stani¢nog ciklusa), dok u fazi
mirovanja stanice (GO fazi) nije prisutna. Stoga je izvrstan biljeg stani¢ne proliferacije (209-
211). U kontekstu neurogene upale brojni neuropeptidi imaju hiperproliferativan uc¢inak na
keratinocite (212). Zivéana vlakna takoder kominiciraju s keratinocitima i induciraju
epidermalnu proliferaciju (213). Imunohistokemijsko bojenje na Ki-67 je korisna tehnika za
procjenu proliferativne aktivnosti epidermisa. U istrazivanju u kojem su usporedivane
psorijati¢ne lezije usporedno sa zdravim kontrolama uoc¢eno je da su u zdravom epidermisu
Ki-67-pozitivne stanice bile su rijetke u bazalnom sloju i sljede¢em suprabazalnom sloju, dok
su u psorijatiénom epidermisu bile obilne u oba navedena sloja i nekoliko slojeva iznad prvog
suprabazalnog sloja (214). Ki-67 pozitivne stanice su mnogobrojnije u psorijaticnim lezijama,
u usporedbi sa zdravom kozom, §to korelira s klinickom teZinom psorijaze (215). Pokazalo se
da je izrazaj Ki-67 kod psorijaze bila znacajno veca u usporedbi s blagim do umjerenim
atopijskim dermatitisom i znacajno manja u usporedbi s teSkim atopijskim dermatitisom (216).
Do sada su studije utvrdile prekomjerni izrazaj Ki-67 u uzorcima koze oboljelih od genitalnog
LS-a, u usporedbi s uzorcima oboljelih od ekstragenitalne varijante LS-a i zdravom koZom
(217) te nizi mitotski indeks Ki-67 u uzorcima koze pacijenata s penilnim LS i rekurentnim

strikturama u odnosu na skupinu oboljelih sa neponavljajué¢im strikturama (218).

1.2.7. Makrofazi

Makrofazi su fagocitirajuce stanice koje uglavnom potjecu iz krvnih monocita, a imaju vaznu
ulogu u prirodenom 1 steCenom imunitetu te u modeliranju upalnog procesa. Uslijed upalnog
procesa, moguca je tkivna diferencijacija monocita u makrofage (219). Postoje dvije glavne
skupine makrofaga, i to prema polarizaciji: klasi¢no aktivirani makrofazi (M1) koji dovode do
proupalnih odgovora i alternativno aktivirani makrofazi (M2) koji sudjeluju u modulaciji
imunoloske regulacije i remodeliranju tkiva (220-222). Osim toga, M2 se mogu dalje podijeliti
na M2a, M2b, M2c, M2d na temelju transkripcijskih promjena nakon izlaganja razli¢itim

stimulusima (221).

Svaka bolest moze dovesti do razli¢itih polariziranih fenotipova makrofaga (223). M1 povezani

su s kroni¢nom upalom i inhibicijom tumora, dok su M2 povezani s rastom tumorskih stanica i
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metastazama kroz angiogenezu i remodeliranje tkiva (224). Alergijske reakcije su povezane s
M2 (225, 226). Makrofazi i monociti u tkivu reguliraju reparaciju, regeneraciju i fibrozu tkiva
pa njihov prekomjerni broj moze dovesti do hiperprodukcije upalnih ¢imbenika. Makrofazi
igraju kljuénu ulogu u upali te se na poéetku upalnog procesa aktiviraju i djeluju destruktivno
(227). Aktivacija makrofaga, koja ukljucuje indukciju vise od 400 gena, rezultira poveéanom
sposobnosc¢u eliminacije bakterija i regulacije mnogih drugih stanica putem oslobadanja
citokina i kemokina, no medutim, prekomjerna aktivacija ima Stetne ucinke, poput septickog
Soka, koji moze dovesti do sindroma disfunkcije viSe organa i smrti (227). U drugim
situacijama, postojanost proupalne aktivnosti rezultira razvojem kroni¢ne upale ukljucujuci
kroni¢ne upalne bolesti koze kao $to su psorijaza i atopijski dermatitis (227, 228). U AD-u
makrofazi se mogu uociti u akutnim i kroni¢nim koznim lezijama (229). Monoklonsko
protutijelo za CD68 (engl. cluster of differentiation 68) koristi se za prepoznavanje makrofaga

koji se nalaze u razli¢itim tkivima, ukljucujuéi kozu (230).

Imunofluorescencijskim tehnikama dokazano je da je broj CD68+ iNOS+ M1 povecan, a
CD68+ CD163+ M2 smanjen u porijati¢nim lezijama u usporedbi sa zdravom kozom (231).
Drugo istraZivanje pokazalo je nakupljanje dermalnih CD68+ makrofaga koji su izraZavali
tumor nekrotiziraju¢i ¢imbenik rasta alfa (engl. tumor necrosis factor alpha, TNF-a) u
psorijatiénim plakovima (232). Upalni infiltrati u uzorcima vulvarnog LS-a pokazali su

povecani broj stanica obojenih monocitnim/makrofagnim biljegom CD68 (233).

1.2.8. Mastociti

Mastociti su stanice imunoloskog sustava koje potjeu iz koStane srzi, a Siroko su
rasprostranjene u tijelu, i to najgusce na mjestima potencijalnog izlaganja patogenu i alergenu
kao S§to su koza, diSni i probavni sustav. Sudjeluju u upalnim procesima, ali i U
imunoglobulinom E posredovanim alergijskim reakcijama te u oslobadanju solubilnih
novosintetiziranih ili prethodno sintetiziranih medijatora, kao §to su histamin, proteaze,
citokini, kemokini, lipidni medijatori, prostaglandini, leukotrieni i TNF-o (234). Prisutni su u
svim vaskulariziranim tkivima 1 njihova patoloska aktivacija moZe dovesti do kroni¢ne upale i
patoloskog remodeliranja tkiva (235). Osnovne funkcije mastocita u kozi su sudjelovanje u
imunoloskom i upalnom odgovoru koze, koznim alergijskim reakcijama, remodeliranju i
regeneraciji tkiva, te u procesu cijeljenja rana (236, 237). Prisutni su u ve¢em broju u kozi

izloZzenoj suncu te u gornjem dermisu, bez obzira na spol i dob (238). Kod prikazivanja
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mastocita, jedna od tehnika je i imunohistokemijsko bojanje na triptazu, enzim koji se uz
kimazu nalazi u sekretornim granulama mastocita u kozi (177). Svugdje u tijelu, pa tako i u
kozi, postoje poveznice sa ziv€anim sustavom, preko senzornih, nemijeliniziranih ziv€anih
vlakana (C vlakna) koja sadrze neuropeptid CGRP i modificiranih makrofaga, mastocita i
drugih stanica. Razli¢iti neuropetptidi moduliraju funkciju mastocita (239). Eksperimentalni
zivotinjski modeli, kao i1 biopsije koze oboljelih od psorijaze i atopijskog dermatitisa, potvrduju
recipro¢nu interakciju izmedu osjetnih zivaca i mastocita koji sadrze sekretorne granule, koje
kada se oslobode uzrokuju svrbez (238). U uzorcima koze oboljelih od atopijskog dermatitisa i
numularnog dermatitisa pronaden je veci broj kontakata izmedu mastocita i ziv€anih vlakana,
kako u lezionalnoj, tako i u nelezionalnoj kozi, uz napomenu da je u lezionalnoj kozi uocen
znacajno veci broj ziv¢anih vlakana imunoreaktivnih na CGRP (240, 241). Do sada je poveéan
broj mastocita pronaden u drugim koznim bolestima pra¢enim svrbezom, kao $to su gornji
dijelovi dermisa kod psorijati¢nih lezija (242). Gore navedeno nas snazno upucuje na ulogu
mastocita kao promotora neurogene upale, ali i kao perpetuatora iste, jer triptaza koju
oslobadaju degranulirani tj. aktivirani mastociti stimulira daljnju sekreciju neuropeptida, kao

$to je CGRP, iz ziv¢anih vlakana (243).
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2. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA
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Svrbez u genitalnoj varijanti LS-a je intenzivniji u odnosu na ekstragenitalnu varijantu bolesti,

a prisutan je u oboljeloj kozi u odnosu na zdravu zbog razlika u elementima neurogene upale:

1. Distribucija CGRP, PGP 9.5 i VR1 pozitivnih Ziv¢anih vlakana razlikuje se u
genitalnim i ekstragenitalnim varijantama LS-a, kao i u oboljeloj u odnosu na zdravu
kozu

2. Proliferacija (Ki-67) i apoptoza (kaspaza-3) stanica je veca u kozi zahvacenoj LS-
om u odnosu na zdravu kozu

3. Makrofazi u upalnom infiltratu (CD68 biljeg) gusée su rasporedeni u genitalnoj u
odnosu na ekstragenitalnu varijantu bolesti

4. Gustoca i distribucija mastocita razlikuje se u genitalnoj i ekstragenitalnoj varijanti

lihena
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3. CILJ ISTRAZIVANJA
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1.

Istraziti distribuciju Ziv¢anih vlakana, vaniloidnih receptora, biljega proliferacije i
apoptoze keratinocita, te distribuciju mastocita i makrofaga u uzorcima tkiva genitalnog
(vulvarnog) i ekstragenitalnog LS-a, kao i zdrave genitalne (vulvarne) i ekstragenitalne
koze

Analizirati ko-lokalizacije za VR1 s CGRP i triptazom, kako bismo utvrdili je li VR1
prisutan u senzornim ziv€anim vlaknima i mastocitima u lezijama LS-a

Razmotriti daljnje razumijevanje uloge neurogene upale u patofiziologiji LS-a i otkriti

potencijalne nove terapijske mete za lijeCenje navedenog patolo$kog stanja.
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4. MATERIJALI I METODE ISTRAZIVANIJA
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4.1. Prikupljanje uzoraka

Sve protokole ovog istrazivanja odobrilo je Povjerenstvo za etiku i lijekove Klinickog
bolni¢kog centra (KBC) Split (urudzbeni broj: 2181-147/01/06/M.S.-22-02) i Opc¢e bolnice
Sibensko-kninske Zupanije (urudzbeni broj: 01-23183/1-18), a izvedeni su u skladu s
HelsinsSkom deklaracijom 1 drugim relevantnim propisima i smjernicama. Biopsije koze
dobivene su od pacijenata na Klinici za dermatovenerologiju KBC-a Split nakon njihovog
pisanog informiranog pristanka. Uzorci su prikupljani od sije¢nja 2019. do prosinca 2021. od
ukupno 40 pacijentica 1 podijeljeni u Cetiri skupine: zdrava ekstragenitalna koza, zdrava
genitalna koza, ekstragenitalna koza zahvacena LS-om 1 genitalna koza zahvacena LS-om.
Svaka skupina sadrzavala je uzorke od 10 zena, $to je dovoljna veli¢ina uzorka prema Meadovoj
jednadzbi resursa. Uzorci zdrave ekstragenitalne i genitalne koze dobiveni su iz okolnog tkiva
u biopsijama i malim zahvatima zbog nekih drugih dijagnoza, obi¢no uklanjanjem madeza
(nevusa) na trupu i vulvi. Uzorci ekstragenitalne i genitalne koze zahvacene LS-om uzeti su
kao dio rutinske procedure u nasoj ustanovi — svim lezijama s klini¢kim znacajkama LS-a radi
se biopsija pri prvom prikazu, prije primjene bilo kakve terapije, kako bi se potvrdila dijagnoza.
Pedijatrijski pacijenti s LS-om rijetko su podvrgnuti biopsiji, stoga nisu bili uklju¢eni u nasu
studiju. Svi ekstragenitalni uzorci (zdravi 1 LS) uzeti su iz trupa, gdje se obi¢no i nalaze
ekstragenitalne lezije LS-a. Prikupljene su informacije o dobi svih pacijenata, kao i vremenu od
pocetka bolesti 1 razini svrbeZa mjerenoj vizualnom analognom ljestvicom (VAS) za bolesnike

s LS-om.

4.2. Histokemijski i imunofluorescencijski postupak

Tkiva su fiksirana u 4% paraformaldehidu u 0,1 molarnoj fosfatom puferiranoj fizioloskoj
otopini (engl. phosphate-buffered saline, PBS) preko no¢i. Nakon ispiranja radnim PBS-om
dehidrirana su u stupnjevanim otopinama etanola do 100%, uklopljena u prafinske blokove,
serijski izrezana kao rezovi debljine 5 pum i postavljena na predmetna stakalca. Kako bi se
provjerila razina reza i o¢uvanost tkiva svako 10. staklo obojano je hematoksilin-eozinom (engl.
hematoxylin and eosin, H & E) i pregledano na Olympus mikroskopu (BX40; Tokio, Japan).
Slike rezova obojenih H & E snimljene su pomoc¢u CellA Imaging Software for Life Sciences

Microscopy (Olympus, Tokyo, Japan).

Rezovi odredeni za imunofluorescencijsko bojanje podvrgnuti su deparafinizaciji u ksilenu i

rehidraciji u vodenim otopinama etanola. Nakon ispiranja destiliranom vodom, uzorci su

32



inkubirani u natrijevom citratnom puferu (pH 6,0) kroz 30 minuta na 95 °C u kuhalu na paru.
Potom su ohladeni na sobnu temperaturu te isprani radnom otopinom PBS-a. Uslijedila je
inkubacija u puferu za blokiranje (Protein Block ab64226, Abcam, Cambridge, UK) tijekom 20
minuta, kako bi se sprije¢ilo nespecifi¢no vezanje sekundarnih protutijela. Nakon jo$ jednog
ispiranja u PBS-u, uzorci su inkubirani u vlaznoj komori preko noci s primarnim protutijelima
(Tablica 2), nakon cega je uslijedilo dodatno ispiranje u PBS-u. Zatim su primijenjena
odgovarajuca sekundarna protutijela (Tablica 2) i rezovi su inkubirani sat vremena u vlaznoj
komori. Rezovi su zatim isprani u PBS-u posljednji put i jezgre su obojene sa 4,6-diamidino-2-
fenilindolom (engl. 4',6'-diamidino-2-phenylindole, DAPI). Na kraju, rezovi su isprani
destiliranom vodom, osuseni na zraku 15 minuta i pokriveni stakalcima uz koristenje medija za
poklapanje (Immuno-Mount, Thermo Shandon, Pittsburgh, PA, SAD). Kako bi se iskljucilo
nespecifi¢no vezanje sekundarnih protutijela, napravljena su kontrolna stakalca izostavljanjem
primarnih protutijela iz protokola, §to je rezultiralo izostankom bojenja tkiva. Rezovi su ispitani
pomoc¢u Olympusovog fluorescencijskog mikroskopa (BX61; Tokio, Japan) s montiranom
digitalnom kamerom (DP71; Nikon Corporation, Tokio, Japan). Mikrofotografije su snimljene
pomocu fotoaparata Nikon DS—-Ri2 (Nikon Corporation, Tokio, Japan), a obradene su pomoc¢u
programa Adobe Photoshop v21.0.2. (Adobe, San Jose, CA, SAD).

Tablica 2. Primarna i sekundarna protutijela koristena u studiji.

Protutijelo Domac¢in Sifra br. Razrjedenje Proizvodac¢
Anti-CD68 Abcam, Cambridge,
) Mis ab31630 1:150 ) o
antibody [ED1] Velika Britanija

Sigma-Aldrich, Inc.,

Anti-Ki-67 St. Louis, MO,
) ) Kunié¢ AB9260 1:300 o )
Primarna Antibody Sjedinjene americke

drzave (SAD)

Human/Mouse R&D Systems,
Active Caspase-3 Kunié¢ AF835 1:100 Minneapolis, MN,
Antibody SAD
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Anti-Mast Cell

Abcam, Cambridge,

Tryptase antibody Mis ab2378 1:500 ) L
Velika Britanija
[AA1]
Anti-TRPV1 Abcam, Cambridge,
) Kunié ab3487 1:100 ] L
antibody Velika Britanija
PGP9.5 ]
Invitrogen,
Monoclonal Mis 480012 1:500
] Waltham, MA, SAD
Antibody (BH7)
Anti-CGRP Abcam, Cambridge,
) Koza ab36001 1:400 ] L
antibody Velika Britanija
Alexa Fluor®488 M Jackson Immuno
agarac
LG L Ly ’ 715-545-150  1:400 Research
Laboratories, Inc.,
Mouse 1gG (H+L) Baltimore, PA, SAD
Alexa Fluor®gs Jackson Immuno
o ) agarac
AffiniPure Anti- 705-545-003  1:400 Research
Laboratories, Inc.,
Goat IgG (H+L) Baltimore, PA, SAD
Alexa Fluor®gs Jackson Immuno
. . agarac Research
Sekundarna  AffiniPure Anti- 711-545-152  1:400 _
Laboratories, Inc.,
Rabbit IgG (H+L) Baltimore, PA, SAD
Rhodamine Red™- Jackson Immuno
X (RRX) Magarac Research
o ) 705-295-003 1:400 )
AffiniPure Anti- Laboratories, Inc.,
Goat 1gG (H+L) Baltimore, PA, SAD
Rhodamine Red™- Jackson Immuno
X (RRX) Research
Magarac ~ 715-295-151 1:400

AffiniPure Anti-
Mouse 1gG (H+L)

Laboratories, Inc.,
Baltimore, PA, SAD
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4.3. Debljina epidermisa i gustoca upalnog infiltrata

Debljina epidermisa je mjerena na fotografijama rezova obojenih H & E od bazalnog sloja do
pocetka roznatog sloja pomo¢u modificirane verzije metode koju su opisali Therkildsen i sur.
(244). Za svaki smo uzorak analizirali epidermis pri ukupnom povecanju od x100 i izmjerili
najkracu duljinu od dermo-epidermalne granice (engl. dermo-epidermal junction, DEJ) do
roznatog sloja na deset reprezentativnih podru¢ja odabranih nakon koristenja funkcije ,,grid*

(Slika 3) ImageJ softvera (NIH, Bethesda, MD, SAD). Prosje¢na vrijednost ovih duljina

koriStena je za daljnju analizu.

Slika 3. Izracun debljine epidermisa koriste¢i ImageJ (NIH, Bethesda, MD, SAD). Funkcijom
,»grid“ vidno polje je podijeljeno na kvadrate veli¢ine 20000 pm? (a). Odabran je kvadrat u
kojem je vidljiva Citava debljina epidermisa i izmjerena je duljina od dermo-epidermalne
granice do rozevine (b). Odabran je jo§ jedan nesusjedni kvadrat na istom vidnom polju i

ponovljen je isti postupak (c).

Gustoca upalnih infiltrata u LS uzorcima izmjerena je na neobradenim slikama bojenja H & E
koriste¢i ,.freehand selection tool* i ,,measure* funkcije ImageJ softvera kako bi se dobila
veli¢ina povr§ine na kojem je prisutan infiltrat. Za izraGunati gusto¢u upalnog infiltrata podijeli

smo dobivenu vrijednost povrSine s duljinom DEJ-e izmjerene na istom rezu.

4.4. Gustoca zivcanih vlakana

Gustoca intraepidermalnih ziv¢anih vlakana (engl. intraepidermal nerve fiber density, IENFD)
izraCunata je kako je opisano u smjernicama ,European Federation of Neurological
Societies/Peripheral Nerve Society Guideline® (245). Ukratko, analizirali smo tri nesusjedna
vidna polja u svakom uzorku fotografirana pomocu objektiva x40. Brojili smo zZivce obojene
na PGP 9.5 ili CGRP koji su presli DEJ-u, kao i zivce prisutne iskljucivo intraepidermalno, bez

ociglednog prelaska DEJ-e, ukoliko je odgovaraju¢i subepidermalni dio Zivca bio prisutan.
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Sekundarno grananje zivaca unutar epidermisa nije ukljueno u izracun. Gustoca
subepidermalnih Ziv¢anih vlakana (engl. subepidermal nerve fiber density, SENFD) izracunata
je na istim rezovima kao i IENFD, kori$tenjem modifikacije metode koju su opisali Vickova-
Moravcova i sur. (246). Prebrojili smo pojedinac¢na Ziv¢ana vlakna pronadena u dermisu unutar
50 um od DEJ-e, ako nisu presla DEJ-u ni imala odgovarajuéi intraepidermalni odsjecak (Slika

4). Duljina DEJ-¢ izmjerena je pomoc¢u ImageJ softvera (NIH, Bethesda, MD, SAD). Rezultati

su izrazeni kao broj izbrojanih ziv€anih vlakana po mm DEJ-¢e.

Slika 4. Odredivanje gustoce ziv€anih vlakana koristnjem ImageJ softvera (NIH, Bethesda,
MD, SAD). Oznacena i izmjerena je duljina dermo-epidermalne granice na vidnom polju (a).
Prikazano je podrucje dermisa Sirine 50 pm pocevsi od dermo-epidermalne granice (podrucje
izmedu crvene 1 zute linije; detajniji opis ispod sljedece slike). Oznaceni su intraepidermalni
zivcl (plavo zaokruZeni), subepidermalni Zivac (smede zaokruzen) 1 Zivci koji se ne ubrajaju u

izraCun prema smjernicama za izracun (ruzicasto zaokruzeni) (b).

4.5. Gustoca stanica, indeks proliferacije i kvantifikacija apoptoze

Brojili smo mastocite i makrofage na uzorcima obojenim na triptazu, odnosno CD68. Tri
nesusjedna vidna polja na svakom uzorku analizirana su pri ukupnom povecanju od x400 i sve
pozitivno obojene stanice su izbrojene nakon preklapanja stani¢nih biljega i DAPI bojenja
pomocu programa Adobe Photoshop v21.0.2. (Adobe, San Jose, CA, SAD). Dodatno, podijelili
smo svaki analizirani rez na povrsinsko podrucje, koje sadrzi epidermis i dermis unutar 50 um
od DEJ-¢, i duboko podrucje, koje ukljucuje ostatak uzorka (Slika 5). Stanice smo prebrojili u

oba podru¢ja. Gustoca stanica izracunata je kao omjer izmedu broja stanica i duljine DEJ-e u
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analiziranom rezu. Indeks proliferacije epidermisa izraCunat je kao postotak Ki-67-pozitivnih
bazalnih stanica (247). Kvantificirali smo apoptozu kao postotak kaspaza-3 pozitivnih

epidermalnih stanica. Stanice su prebrojene pri ukupnom povecanju x400 u tri nesusjedna vidna

polja po uzorku.

Slika 5. Odredivanje gustoc¢e mastocita koriste¢i Image] program. Oznacena i izmjerena je
duljina dermo-epidermalne granice na vidnom polju (a). Izraden je pravokutnik $irine 50 pm i
prema njemu je odredeno subepidermalno podrucje (izmedu Zute i crvene linije) (b). Oznaceni
su mastociti povrsinske regije (intraepidermalni ili subepidermalni, plavo zaokruZzeni) i

mastociti dublje regije (smede zaokruzeni) (c).

4.6. Statisticka analiza

Svi podaci prikazani su kao aritmeticka sredina vrijednosti skupina analiziranih uzoraka.
Normalnost distribucije podataka testirana je Shapiro—Wilk-ovim testom. Postojanje statisticki
znacajnih razlika utvrdeno je jednosmjernom analizom varijance (engl. analysis of variance,
ANOVA), a razlike izmedu pojedinih skupina utvrdene su nekorigiranim Fisherovim LSD post-
hoc testom za IENFD i CGRP-pozitivha SENFD, dok su ANOVA po Welch-u i t-test za
nevezane uzorke (Unpaired t) s Welch-ovom korekcijom koristeni kao post-hoc testovi za PGP
9.5-pozitivna SENFD. Postojanje statisti¢ki znacajnih razlika u dobi, debljini epidermisa,
indeksu proliferacije, apoptozi te gusto¢i mastocita i makrofaga utvrdeno je Kruskal-Wallis-
ovim testom s nekorigiranim Dunn-ovim post-hoc testom. Mann-Whitney-ev U test koriSten je
za ispitivanje znacajnosti razlika u gusto¢i upalnog infiltrata, vremena izmedu pocetka bolesti
i biopsije i VAS rezultata za svrbez. Izracun potrebne veli¢ine uzorka proveden je koristenjem
mreznog programa koji se nalazi na mreznoj stranici http://www.stat.ubc.ca/~rollin/stats/ssize/.

Za izracun su koriSteni preliminarni podaci iz pilot pokusa na pet uzoraka dobiveni analizom
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fotografija koze za izraCun intracpidermalne gustoce ziv¢anih vlakana obojenih na PGP 9.5, sa
sljede¢im parametrima; mul = 2,7, mu2 = 0,8, sigma = 1,5, power = 80%, p = 0,05, pri ¢emu
je dobivena najmanja potrebna veli¢ina uzorka n = 10. Statisticka znacajnost postavljena je na

p < 0,05.
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5. REZULTATI
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5.1. Klini¢ke karakteristike bolesnika

Prosjecna dob bolesnika u studiji bila je 63 godine, s interkvartilnim rasponom (engl.
interquartile range, IQR) od 57 do 70 godina. Nije bilo znacajne razlike u dobi bolesnika
izmedu Cetiri analizirane skupine. Za bolesnike s ekstragenitalnim LS-om, medijan vremena
izmedu pocetka bolesti 1 prvog klinickog pregleda kada je obavljena biopsija bio je 2 mjeseca
(IQR 1-3 mjeseca). U slucaju bolesnika s genitalnim LS-om, prosjecno je proslo 8 mjeseci (IQR
6-10 mjeseci) izmedu pocetka bolesti i postupka biopsije, S§to se znaCajno razlikovalo od
bolesnika s ekstragenitalnim LS-om (p<0,001). Rezultati dobiveni putem VAS-e za prosje¢nu
razinu svrbeza takoder su bili znacajno razli¢iti izmedu dviju skupina (p<0,001). Medijan
bolesnika s ekstragenitalnim LS-om mjeren VAS-om je bio 0 (IQR 0-1), pokazujuci da nema
svrbeza ili je on vrlo blag, dok je u bolesnika s genitalnim LS-om bio 8 (IQR 7-9), $to oznacava

1zraziti svrbez.

5.2. Rezultati analize rezova obojenih hematoksilinom i eozinom

Na rezovima preparata normalne koze uocila su se uobi¢ajena dva sloja - epidermis i dermis.
Epidermis (mnogoslojni plocasti orozeni epitel) imao je priblizno 8-10 redova epitelnih stanica
- keratinocita, s tankim povrSinskim slojem spljostenih stanica bez jezgre (skvama). Valovitu
granicu izmedu epidermisa i dermisa formirali su epidermalni grebeni i dermalne papile.
Ukupan broj redova keratinocita bio je manji na mjestima gdje su duboke papile prodrle u
epidermis. Dermis je sadrzavao papilarni i retikularni sloj. Papilarni sloj bio je povrsniji i
sastojao se od rahlog vezivnog tkiva s malim krvnim Zilama. Dublji, retikularni sloj sadrzavao
je nepravilne snopove kolagenih vlakana (Slika 6a). U usporedbi sa zdravom kozom, histoloski
rezovi koze s LS-om pokazali su stanjen epidermis s hiperkeratozom povrsinskog sloja, dok su
u bazalnom sloju stanice pokazale karakteristicnu vakuolarnu degeneraciju. DEJ je izgledala
poravnano te je izgubila karakteristicnu valovitost. Papilarni dermis sadrzavao je
homogenizirani kolagen, kapilare, a mjestimice i nakupljene melanofage (umetak na slici 7b).
Limfocitni upalni infiltrat mogao se uoditi oko prosirenih malih zila (Slika 6b). Rez uzoraka
velikih usana pokazao je normalan, relativno debeo epidermis, s pojatanom pigmentacijom
bazalnog sloja zbog vece pigmentacije koze vulve. DEJ je bila o¢uvana, s vrlo dubokim
papilama i normalnom strukturom dermalnog vezivnog tkiva, koje je sadrzavalo krvne zile i
zivce (Slika 6¢). Tako patohistoloska slika LS-a vulve moze varirati, epidermis je bio stanjen u

usporedbi sa zdravom kozom genitalija, pokazuju¢i viSe skvama na povrSini. Gubitak
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epidermalnih grebena bio je popracen vakuolizacijom stanica i poravhanom DEJ-om. Bazalna
membrana je bila fokalno zadebljana, s homogeniziranim i hijaliniziranim kolagenom u
papilarnom sloju. Ispod hijaliniziranog podrucja, na papilarno-retikularnoj granici, nalazio se
dermalni limfocitni infiltrat, ali je na pojedinim dijelovima bila prisutna i intraepidermalna
limfocitna egzocitoza (Slika 6d). Prosje¢na debljina epidermisa u uzorcima ekstragenitalnog
LS-a (engl. extragenital lichen sclerosus, EL) bila je 38,2 um, §to je znacajno nize (p<0,001)
od 101,6 um u uzorcima ekstragenitalnih kontrola (engl. extragenital controls, EC). Prosje¢na
debljina uzoraka genitalnog LS-a (engl. genital lichen sclerosus, GL) (116,7 um) takoder je
znacajno niza (p=0,026) nego kod uzoraka genitalnih kontrola (engl. genital controls, GC)
(171,8 pwm). Takoder postojala je znaCajna razlika u debljini epidermisa ovisno o mjestu
uzimanja, pri ¢emu je ekstragenitalni epidermis bio znacajno tanji u usporedbi s genitalnim
epidermisom, i izmedu zdravih (p = 0,003) i LS (p < 0,001) uzoraka (Slika 6e). lako je gustoca
upalnog infiltrata bila ve¢a u GL uzorcima (49,18 um2 po um DEJ) u usporedbi s EL uzorcima

(34,36 um2/um), razlika nije bila statisticki znacajna (Slika 6f).
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Slika 6. Morfologija normalne koze i LS uzoraka. EC (engl. extragenital controls) — normalna
ekstragenitalna koza: mogu se uociti tipicne histoloske karakteristike epidermisa (e), papilarnog
dermisa (pd) i retikularnog dermisa (rd) (a). EL (engl. extragenital lichen sclerosus) —
ekstragenitalna koza zahvac¢ena LS-om: mogu se uoditi stanjeni epidermis () s hiperkeratozom
(strelice), homogenizacija i hijalinizacija papilarnog dermisa (h) i limfocitni infiltrati (vrhovi
strelica) u retikularnom dermisu (rd). Na umetku (b) prikazana je nakupina melanofaga. GC
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(engl. genital controls) — normalna koza vulve: moze se vidjeti debeli epidermis (e) s
vaskulariziranim papilarnim (pd) i retikularnim dermisom (rd) (c). GL (engl. genital lichen
sclerosus) — koza vulve zahva¢ena LS-om: moze se vidjeti homogenizacija papilarnog dermisa
(h), limfocitni infiltrat (vrh strelice) u retikularnom dermisu (rd) i egzocitoza limfocita (strelica)
u stanjenom epidermisu (e) (d). Bojanje hematoksilinom i eozinom, x200 ukupno povecanje;
mjerne ljestvice u donjem desnom kutu predstavljaju 100 um. Analiza debljine epidermisa (e);
postojanje statisticki znacajnih razlika utvrdeno je Kruskal-Wallis-ovim testom. Analiza
gustoée upalnog infiltrata mjerene kao omjer povriine na kojoj je prisutan infiltrat (um?) i
duljine dermalno-epidermalnog spoja (f); postojanje statisti¢ki znacajnih razlika provjereno je
Mann-Whitney-jevim U testom. Grafikoni prikazuju aritmeticke sredine sa standardnim
devijacijama. Statisticki znacajna razlika oznacena je zvjezdicama: * p < 0,05; ** p <0,01; ***

p <0,001 i ****p < 0,0001.

5.3. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje na VR1 i CGRP

U epidermisu EC uzoraka uocena je imunoreaktivnost na VR1 u nekim stanicama folikula
dlake, te intenzivna reaktivnost u povrsinskim keratinocitima. VR1 je bio slabo prisutan u samo
nekoliko dermalnih stanica. CGRP-pozitivna ziv€ana vlakna bila su uglavnom prisutna u
dermisu i povremeno su se vidjela izmedu bazalnih stanica epidermisa. Sve stani¢ne jezgre
prikazane su DAPI nuklearnim bojenjem. Spajanjem tri bojenja otkriveno je da VR1 ne
kolokalizira s CGRP u istim stanicama ili vlaknima (Slika 7a-d). U usporedbi s EC, kod EL
uzoraka VR1 je bio umjereno izrazen u epidermalnim suprabazalnim stanicama, slabo u
dermalnim Ziv€anim vlaknima i snaZzno u zivéanim vlaknima povrsinskih epidermalnih slojeva.
Zarazliku od zdrave koZe, CGRP je jako obojio Ziv€ana vlakna u epidermisu, a tek povremeno
u dermisu. Dok je kolokalizacija nedostajala u zdravoj koZzi, ovdje je primijecena u
epidermalnim i nekim dermalnim ziv¢anim vlaknima, ali ne i u epitelnim stanicama koze (Slika
7e-h). U GC uzorcima uocen je slab do umjeren izrazaj VR1 u nekim epidermalnim bazalnim
I stanicama nazubljenog sloja. U usporedbi s ekstragenitalnom kozom, CGRP je bio snazno
izraZen u ziv€anim vlaknima koja su prolazila izmedu bazalnih stanica epidermisa, dok samo
povremeno u suprabazalnom i nazubljenom epidermalnom sloju. Nije bilo kolokalizacije
koristenih biljega (Slika 7i—l). U usporedbi s GC, izrazaj VR1 u bolesnika s GL bio je jak u
keratinocitima svih epidermalnih slojeva i u intraepidermalnim Ziv€anim vlaknima. Jak izrazZaj
CGRP karakterizirao je suprabazalni epitel. Za razliku od kontrolnog uzorka, kolokalizacija

dvaju biljega uocena je u zivéanim vlaknima epidermisa (Slika 7m—p). Srednja IENFD za
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CGRP-pozitivna vlakna bila je 1,49 intracpidermalnih ziv¢anih vlakana po milimetru (engl.
intraepidermal nerve fibers per millimeter, IENF/mm) u GL uzorcima, $to je bilo znacajno vise
u usporedbi s 0,9 IENF/mm u GC uzorcima (p=0,028) i 0,86 IENF/mm u EL uzorcima
(p=0,021). Nije bilo drugih znacajnih razlika izmedu ispitivanih skupina (Slika 7q). Analiza
SENFD-¢ pokazala je znacajnu razliku izmedu GL uzoraka s prosjekom od 1,4 subepidermalnih
ziv¢anih vlakana po milimetru (engl. subepidermal nerve fibers per millimeter, SENF/mm) i
GC uzoraka s 0,63 SENF/mm (p=0,028), dok drugih znacajnih razlika izmedu analiziranih
skupina nije bilo (Slika 7r).
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Slika 7. Izrazaj VR1 i CGRP u uzorcima normalne koze i LS-om zahvacene koze. Epidermis
(e), papilarni dermis (pd) i retikularni dermis (rd) oznaceni su na slikama DAPI (engl. 4',6'-
diamidino-2-phenylindole) bojenja (c,g,k,0). EC (engl. extragenital controls) — normalna
ekstragenitalna koza (a—d): VR1 je izraZzen u nekoliko Keratinocita i dermalnih stanica (vrhovi
strelica, a). Izrazaj CGRP-a opaZen je u zivcanim vlaknima (strelice, b); nema kolokalizacije

VR1 i CGRP (d). EL (engl. extragenital lichen sclerosus) — ekstragenitalna koza zahvaéena

45



LS-om (e-h): VRI1 se izrazava u keratinocitima (vrhovi strelica) i ziv€anim vlaknima (strelice),
I intra- i subepidermalno (e); CGRP se izrazava u ziv€anim vlaknima (strelice, f); VR1 i CGRP
su kolokalizirani u ziv€anim vlaknima (strelice, h). Epidermis ovog uzorka je zadebljan, sto je
neuobic¢ajeno za ekstragenitalni LS, medutim, prisutna su druga obiljezja LS, poput
homogenizacije papilarnog dermisa. GC (engl. genital controls) — normalna koza vulve (i-1):
izrazaj VR1 se vidi u keratinocitima (vrhovi strelica, i); CGRP boji ziv¢ana vlakna (strelice, j);
VR1 i CGRP nisu kolokalizirani (). GL (engl. genital lichen sclerosus) — koza vulve
zahvacéena LS-om (m-p): keratinociti (vrhovi strelica) i intracpidermalna Ziv€ana vlakna
(strelice) izrazavaju VR1 (m); intraepidermalni zivci i vlakna izrazavaju CGRP (strelice, n);
kolokalizacija VR1 i CGRP prisutna je u ziv€anim vlaknima (strelice, p). Dvostruko
imunofluorescentno bojenje na VR1 i CGRP, %400 ukupno povecanje. Analiza CGRP-
pozitivne gustoce intraepidermalnih Ziv¢anih vlakana (IENFD) (q); postojanje statisticki
znacajnih razlika provjereno je jednosmjernom analizom varijance (engl. analysis of variance,
ANOVA). Analiza CGRP-pozitivne gusto¢e subepidermalnih ziv¢anih vlakana (SENFD) (r);
postojanje statisticki znacajnih razlika provjereno je jednosmjernom ANOVA-om. N/mm
oznacava broj Ziv€anih vlakana po mm dermalno-epidermalnog spoja. Grafikoni prikazuju
aritmeticke sredine sa standardnim devijacijama. Znac¢ajnost razlika oznacena je zvjezdicama:

*p<0,05.

5.4. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje na VR1 i PGP 9.5

U uzorcima normalne ekstragenitalne koze, uoCen je umjereni izrazaj VR1 kroz cijeli
epidermis, dok je slabi izrazaj primijecen u intraepidermalnim i dubljim dermalnim Zivéanim
vlaknima. Protutijelo za PGP 9.5 je intenzivno obojilo ziv¢ana vlakna, u povrsinskim i dubokim
slojevima koze, te samo nekoliko stanica u epidermisu. Kolokalizacija VR1 1 PGP 9.5 uocena
je u intraepidermalnim i dermalnim zivéanim vlaknima (Slika 8a—d). U usporedbi s kontrolnim
uzorcima, izrazaj VR1 bio je umjeren u bazalnim stanicama, nekim nazubljenim stanicama i u
dermisu. PGP 9.5 je bio umjereno izrazen u dermalnim zivéanim vlaknima i nekim dermalnim
stanicama, dok je njegov izrazaj izostao u epidermisu. Njihova kolokalizacija bila je prisutna
samo u dermalnim zivéanim vlaknima, a nedostajala je intraecpidermalno (Slika 8e-h).
Umjerena do jaka imunoreaktivnost VR1 primije¢ena je u epidermisu vulve, osobito u
povrsinskom sloju i u papilarnom dermisu. PGP 9.5 je bio jako izrazen u vodoravno
orijentiranim vlaknima papilarnog dermisa 1 u intraepidermalnim ziv€anim vlaknima. Njihova

kolokalizacija uocena je u nekim horizontalnim dermalnim ziv€anim vlaknima, Schwannovim
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stanicama i nekim intraepidermalnim Ziv€anim vlaknima (Slika 8i—I). U usporedbi s kontrolnim
uzorcima, u kozi bolesnika sa genitalnim LS-om, u suprabazalnim stanicama i nekoliko
bazalnih stanica uocen je umjereni izrazaj VR1, dok u dermisu nije primje¢ena VR1
imunoreaktivnost. Umjereni do jaki izrazaj PGP 9.5 karakterizira bazalne epidermalne stanice
i mala ziv¢ana vlakna na DEJ-i. Spajanje svih biljega otkrilo je kolokalizaciju VR1 i PGP 9.5

u bazalnim stanicama, ali, za razliku od kontrolnog tkiva, ne i u ziv€anim vlaknima (Slika 8m—

p).

Slika 8. Kolokalizacija VR1 i PGP 9.5 u uzorcima normalne koze i LS-om zahvacene koze.
Epidermis (e), papilarni dermis (pd) i retikularni dermis (rd) oznaceni su na slikama DAPI-jem
(engl. 4',6'-diamidino-2-phenylindole) obojenih preparata koje prikazuju sve stani¢ne jezgre

(c,0,k,0). EC (engl. extragenital controls) — normalna ekstragenitalna koza (a—d): keratinociti
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(vrhovi strelica) i ziv€ana vlakna (strelice) izrazavaju VR1 (a); keratinociti (vrh strelice) i
ziv€ana vlakna (strelice) takoder izrazavaju PGP 9.5 (b); VR1 i PGP 9.5 su izrazeni u ziv€anim
vlaknima (strelice, d). EL (engl. extragenital lichen sclerosus) — ekstragenitalna koza
zahvaéena LS-om (e-h): keratinociti i neke dermalne stanice (vrhovi strelica), kao i Ziv€ana
vlakna (strelice) izrazavaju VR1 (e); dermalne stanice (vrh strelice) i zivéana vlakna (strelice)
su PGP 9.5-pozitivne (f); VR1 i PGP 9.5 su izrazeni u zivéanim vlaknima (strelice, h). GC
(engl. genital controls) — normalna koza vulve (i—l): keratinociti 1 neke dermalne stanice
(vrhovi strelica) i zivéana vlakna (strelice) izrazavaju VRL1 (i); dermalne stanice (vrhovi
strelica) i ziv€ana vlakna (strelice) takoder izrazavaju PGP 9.5 (j); kolokalizacija VR1 i PGP
9.5 uocava se u zivéanim vlaknima (strelice) i dermalnim stanicama (vrh strelice) (I). GL (engl.
genital lichen sclerosus) — koza vulve zahvaéena LS-om (m-p): VR1 je izrazen u
keratinocitima (vrhovi strelica, (m)); keratinociti (vrhovi strelica) i zivéana vlakna (strelice)
izrazavaju PGP 9,5 (n); kolokalizacija VR1 i PGP 9.5 vidljiva je u keratinocitima (vrhovi
strelica, (p)); umetci pokazuju izrazaj VR1 (m) i jaki izrazaj PGP 9.5 (n) koji su kolokalizirani
u keratinocitu (p). Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje na VR1, PGP 9,5 i DAPI, x400

ukupno povecanje.

5.5. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje na VR1 i triptazu

U EC uzorcima uocen je umjereni do jaki izrazaj VR1 u epidermalnim stanicama i umjereni
izrazaj u dermalnim stanicama. Bojenjem protutijelom za triptazu (engl. tryptase, try)
primijecena je snazna imunoreaktivnost u odredenim dermalnim stanicama (mastociti),
uglavnom u dubljem dermisu. Kolokalizacija VR1 i try bila je prisutna u mastocitima (Slika
9a—d). U usporedbi s EC, u uzorku tkiva bolesnika s EL, izrazaj VR1 je bio slabiji u
epidermalnim i nekim dermalnim stanicama. Bojenje triptazom prikazalo je mastocite u
povrsinskom sloju dermisa 1 u infiltratu u dubljem dermisu. VR1 1 triptaza bili su kolokalizirani
u mastocitima (Slika 9e—h). U usporedbi sa zdravom ekstragenitalnom koZom, slabije bojenje
protutijelom za VR1 primijeceno je u vecem dijelu epidermisa i u intraepidermalnim zivéanim
vlaknima kontrolnog uzorka vulve. Protutijelo za try je obojilo mastocite u dermisu. Nije bilo
kolokalizacije VRL1 i try na preklopljenim slikama (Slika 9i-1). U uzorcima tkiva bolesnika s
GL, u vecini keratinocita i nekim dermalnim stanicama uocen je umjereni izrazaj VR1, dok je
bojenje protutijelom za try prikazalo nekoliko dermalnih i mnogo intraepidermalnih mastocita
unutar bazalnog sloja. Za razliku od GC uzoraka, VR1 i try kolokalizirali su u mastocitima

(Slika 9m—p). Srednja gustoca mastocita u EL uzorcima bila je 14,50 stanica/mm, $to je bilo
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znacajno vise od 5,30 stanica/mm u EC uzorcima (p = 0,001). Isto je utvrdeno za GL uzorke s
13,95 stanica/mm, u usporedbi s GC uzorcima s 4,69 stanica/y/mm (p = 0,001). Pri zasebnoj
analizi povrSinskih i dubljih regija dermisa, pronasli smo razlike izmedu tih podrucja. Srednja
gusto¢a mastocita povrSinske regije u GL uzorcima iznosila je 8,10 stanica/mm i bila je
znacajno visa u usporedbi s 1,49 stanica/mm u GC uzorcima (p = 0,003), dok nije bilo znacajne
razlike izmedu EL 1 EC uzoraka u povrsinskoj regiji. Srednja gusto¢a mastocita dublje regije u
EL uzorcima bila je 12,70 stanica/mm, §to je znacajno vise od 3,59 stanica/mm u EC uzorcima

(p <0,001), dok nije bilo znacajne razlike izmedu GL i GC uzoraka u dubljoj regiji (Slika 9q).
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Slika 9. Kolokalizacija VR1 i triptaze (engl. tryptase, try) u uzorcima normalne koze i LS-om
zahvacene koze. Epidermis (e), papilarni dermis (pd) i retikularni dermis (rd) oznaceni su na
slikama preparata obojenih DAPI-jem (engl. 4',6'-diamidino-2-phenylindole) koje prikazuju
sve stani¢ne jezgre (c,g.k,0). EC (engl. extragenital controls) — normalna ekstragenitalna koza
(a—d): izrazaj VR1 opazen je u keratinocitima i dermalnim stanicama (vrhovi strelica, a);
bojenje triptazom prikazuje dermalne mastocite (vrhovi strelica, b); VR1 i triptaza

kolokaliziraju u mastocitima (strelice, (d)). EL (engl. extragenital lichen sclerosus) —

50



ekstragenitalna koza zahvacena LS-om (e-h): keratinociti i dermalne stanice izrazavaju VR1
(vrhovi strelica, (e)); dermalni mastociti izrazavaju triptazu (vrhovi strelica, f); kolokalizacija
VRI i triptaze opazena je u mastocitu (strelica, h); umetci pokazuju infiltrat mastocita u
retikularnom dermisu (f-h). GC (engl. genital controls) — normalna koza vulve (i-l):
keratinociti (vrh strelice) i Ziv€ano vlakno (strelica) izrazavaju VR1 (i); dermalna stanica
izrazava triptazu (vrh strelice, j); nema kolokalizacije u preklopljenoj slici (1). GL (engl. genital
lichen sclerosus) — koza vulve zahvaéena LS-om (m—p): VR1 je izraZen u keratinocitima i
dermalnim stanicama (vrhovi strelica, m); dermalni (vrhovi strelica) i intraepidermalni
(strelice) mastociti prikazani su triptazom (n); kolokalizacija VR1 i triptaze vidi se u
mastocitima (strelice, p). Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje na VR1, triptazu i DAPI,
x400 ukupno povecanje. Analiza gustoce mastocita (q); postojanje statisticki znacajnih razlika
provjereno je Kruskal-Wallis-ovim testom. N/mm oznac¢ava broj mastocita po mm dermalno-
epidermalnog spoja. Grafikoni prikazuju aritmeti¢ke sredine sa standardnim devijacijama.

Znacajnost razlika oznacena je zvjezdicama: ** p < 0,01 i *** p < 0,001.

5.6. Dvostruko imunofluorescencijsko bojenje na triptazu i Ki-67

Koza EC uzoraka pokazala je jako try obojenje u nekoliko mastocita smjestenih prvenstveno u
papilarnom dermisu. Snazno Ki-67 bojenje bilo je ograniCeno na bazalne i suprabazalne
keratinocite i neke stanice u dermisu. Biljeg mastocita nije bio uocen u proliferiraju¢im Ki-67
pozitivnim stanicama (Slika 10a—d). U usporedbi s EC uzorcima, nekoliko mastocita bilo je
pozitivno na try u dermisu, dok su Ki-67 pozitivne stanice videne i u epidermisu i u dermisu
EL uzoraka. Nije bilo kolokalizacije Ki-67 i try (Slika 10e-h). Bojenje protutijelom za try
prikazalo je nekoliko mastocita u dermisu GC uzoraka, dok je u keratinocitima bazalnog sloja
i nekih regija suprabazalnog sloja uoc¢eno snazno Ki-67 obojenje. Biljeg mastocita nije bio
uocen u proliferiraju¢im Ki-67 pozitivnim stanicama (Slika 10i-1). U usporedbi s GC uzorcima,
bojenjem protutijelom za try otkriven je veliki broj mastocita u subepitelnom dijelu (papilarni
sloj) dermisa, a nekoliko u dubljem dermisu. Jaki izrazaj Ki-67 karakterizirao je bazalne i
suprabazalne epidermalne slojeve. Biljeg mastocita — try - nije uo¢en u proliferiraju¢im Ki-67
pozitivnim stanicama (Slika 10m—p). Srednja vrijednost indeksa proliferacije epidermisa EL
(33,07%) i GL (31,58%) uzoraka bila je zna¢ajno visa u usporedbi s njihovim kontrolama —
24,8% za EC (p < 0,001) i 24% za GC (p = 0,002). Nije bilo razlika u indeksu proliferacije s
obzirom na mjesto uzorka (genitalno naspram ekstragenitalno), kako za LS tako i za kontrolne
uzorke (Slika 10q).
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Slika 10. Kolokalizacija triptaze (engl. tryptase, try) i Ki-67 u uzorcima normalne koze i LS-
om zahvacene koze. Epidermis (e), papilarni dermis (pd) i retikularni dermis (rd) oznaceni su
na slikama koje prikazuju DAPI-jem (engl. 4',6'-diamidino-2-phenylindole) obojene sve
stani¢ne jezgre (¢,g,k,0). EC (engl. extragenital controls) — normalna ekstragenitalna koza (a—
d): izrazaj triptaze opazen je u dermalnim mastocitima (vrhovi strelica, a); nuklearni izrazaj Ki-
67 u proliferiraju¢im stanicama u dermisu i epidermisu (strelice, b); nuklearno Ki-67 bojenje

nije prisutno u mastocitima pozitivnim na triptazu (d). EL (engl. extragenital lichen sclerosus)
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— ekstragenitalna koZza zahvac¢ena LS-om (e—h): u dermalnim mastocitima vidljiv je izrazaj
triptaze (vrhovi strelica, e); u proliferiraju¢im stanicama dermisa i epidermisa uocljivo je
nuklearno obojenje Ki-67 (strelica, f); kolokalizacija nuklearnog Ki-67 i triptaze nije opazena
(h). GC (engl. genital controls) — normalna koza vulve (i-l): bojenje triptazom otkriva
mastocite (vrh strelice, i); proliferacija epidermalnih stanica prikazana je nuklearnim bojenjem
Ki-67 (strelice, j); nema kolokalizacije u preklopljenoj slici (I). GL (engl. genital lichen
sclerosus) — koza vulve zahvaéena LS-om (m—p): mnogi dermalni mastociti prikazuju se
bojenjem triptazom (vrhovi strelica, m); ekstenzivna proliferacija keratinocita prikazana je
bojenjem Ki-67 (strelice, n); dermalni mastociti ne kolokaliziraju Ki-67 (p). Dvostruko
imunofluorescentno bojenje na triptazu, Ki-67 i DAPI, x400 ukupno poveéanje. Analiza
indeksa proliferacije epidermisa (q); postojanje statisticki znacajnih razlika provjereno je
Kruskal-Wallis-ovim testom. Grafikoni prikazuju aritmeticke sredine sa standardnim

devijacijama. Znacajnost razlika oznacena je zvjezdicama: ** p < 0,01, *** p <0,001.

5.7. Imunoflurescencijsko bojenje na kaspazu-3

EC uzorci sadrzavali su nekoliko stanica pozitivnih na aktiviranu kaspazu-3 u bazalnim i
suprabazalnim dijelovima epidermisa, dok je u dermisu bila prisutna velika koli¢ina
autofluorescencije porijeklom vlakana kolegena. Umetci vec¢eg povecanja prikazuju nuklearnu
lokalizaciju bojenja protutijelom za aktiviranu kaspazu-3 (Slika 11a-c). U usporedbi s EC,
epidermis EL uzoraka sadrzava manje stanica pozitivnih na aktiviranu kaspazu-3 (Slika 11d-f).
U GC uzorcima uocen je slican uzorak imunoreaktivnosti na aktiviranu kaspazu-3 poput EC
uzoraka (Slika 11g-i). U usporedbi s GC uzorcima, najizrazeniji izrazaj biljega apoptoze
(aktivirana kaspaza-3) je bio prisutna u GL uzorcima, i u bazalnom sloju (umetci) i
suprabazalno (Slika 11j-1). Srednja vrijednost postotka apoptoti¢nih stanica epidermisa EL
uzoraka (1,62%) bila je znacajno niza (p=0,025) u usporedbi s EC uzorcima (2,74%). Suprotno
tome, srednja vrijednost postotka apoptoti¢nih stanica GL uzoraka (3,55%) bila je zna¢ajno visa
i od GC (2,22%, p=0,038) i EL uzoraka (p<0,001). Nije bilo znacajne razlike izmedu
ekstragenitalnih i genitalnih kontrola (Slika 11m).
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Slika 11. Izrazaj aktivirane kaspaze-3 u uzorcima normalne koze i LS-om zahvacene koze.
Epidermis (e), papilarni dermis (pd) i retikularni dermis (rd) oznaceni su na slikama rezova
obojenih DAPI-jem (engl. 4',6'-diamidino-2-phenylindole) koje prikazuju sve stani¢ne jezgre
(b,e,h,k). EC (engl. extragenital controls) — normalna ekstragenitalna koza (a—C): u epidermisu
prisutne kaspaza-3 pozitivne stanice (vrhovi strelica, a,c). EL (engl. extragenital lichen
sclerosus) — ekstragenitalna koza zahvaé¢ena LS-om (d—f): stanica bazalnog sloja pozitivna je
na kaspazu-3 (vrh strelice, d,f). GC (engl. genital controls) — normalna koza vulve (g—i):
prikazano par suprabazalnih stanica pozitivnih na kasapazu-3 vrhovi strelica, g,i). GL (engl.
genital lichen sclerosus) — koza vulve zahvac¢ena LS-om (j-1): prikazano viSe kaspaza-3
pozitivnih stanica epidermisa (vrhovi strelica, j,I). Umetci prikazuju nuklearnu lokalizaciju
kaspaza-3 bojenja. Imunofluorescencijsko bojenje na kaspazu-3 i DAPI, x400 ukupno
povecanje. Analiza udjela apoptoti¢nih stanica (m); postojnje statisticki znacajnih razlika
provjereno je Kruskal-Wallis-ovim testom. Grafikoni prikazuju aritmeticke sredine sa
standardnim devijacijama. Znacajnost razlika oznacena je zvjezdicama: * p < 0,05 i *** p <

0,001.

5.8. Imunofluorescencijsko bojenje na PGP 9.5

EC uzorci sadrzavali su mnogo PGP 9.5-pozitivnih Ziv€anih vlakana u papilarnom dermisu,
dok su u epidermisu i dubljim dijelovima dermisa bila manje prisutna (Slika 12a—c). U
usporedbi s EC uzorcima, u papilarnom dermisu EL uzoraka, povremeno u dubljem dermisu,
bilo je vidljivo manje zivéanih vlakana u kojima se uocava umjereno do jako obojenje
protutijelom za PGP 9.5, dok u epidermisu nisu bila prisutna ziv€ana vlakna (Slika 12d-f). U
GC uzorcima uoceno je mnogo PGP 9.5 pozitivnih ziv€anih vlakana u subepidermalnim i
dubljim dijelovima dermisa, kao i u epidermisu, koja dopiru do povrsinskih dijelova
nazubljenog sloja. U svim ziv¢anim vlaknima vidjelo se snazno PGP 9.5 bojenje (Slika 12g—i).
U usporedbi s GC uzorcima, u GL uzorcima se velika koli¢ina zivéanih vlakana, koja su se
intenzivno bojila protutijelom za PGP 9.5, nakupila u papilarnom dermisu, dok ih u epidermisu
nije bilo (Slika 12j—1). Prosjecna IENFD PGP 9.5-pozitivnih vlakana u EL uzorcima iznosila je
0,75 IENF/mm, $to je u usporedbi s 2,75 IENF/mm u EC uzorcima bila znac¢ajno niza vrijednost
(p = 0,002). Prosjecne vrijednosti IENFD u uzorcima GL (1,32 IENF/mm) i GC (3,19
IENF/mm) takoder su bile znacajno razli¢ite (p = 0,003). Nije bilo razlike izmedu genitalnih 1
ekstragenitalnih uzoraka, kako za LS tako i za kontrolne uzorke (Slika 13m). SENFD GL
uzoraka (8,22 SENF/mm), u usporedbi s GC (3,2 SENF/mm), EL (4,53 SENF/mm) i EC
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uzorcima (4,01 SENF/mm) bio je znacajno veci (p = 0,005, p = 0,032, p = 0,014, redom). Nije

bilo znacajne razlike izmedu ostalih skupina (Slika 12n).
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Slika 12. Izrazaj PGP 9.5 u uzorcima normalne koZe i LS-om zahvacene koze. Epidermis (e),
papilarni dermis (pd) i retikularni dermis (rd) oznaceni su na slikama rezova obojenih DAPI-
jem (engl. 4',6'-diamidino-2-phenylindole) koje prikazuju sve stani¢ne jezgre (b,e,h,k). EC
(engl. extragenital controls) — normalna ekstragenitalna koza (a—c): izrazaj PGP 9.5 prisutan
je u intracpidermalnim i subepidermalnim Ziv¢anim vlaknima (strelice, a). EL (engl.
extragenital lichen sclerosus) — ekstragenitalna koza zahva¢ena LS-om  (d-f): u
subepidermalnim zivéanim vlaknima (strelice) i nekim dermalnim stanicama (vrhovi strelica)
vidi se izrazaj PGP 9.5 (d); citoplazmatski izrazaj PGP 9.5 vidljiv je u dermalnim stanicama
(vrhovi strelica, f). GC (engl. genital controls) — normalna koza vulve (g—i): u
intraepidermalnim i subepidermalnim Zivcanim vlaknima vidljiv je izrazaj PGP 9.5 (strelice,
(9)). GL (engl. genital lichen sclerosus) — koza vulve zahvac¢ena LS-om (j—1): jaki izrazaj PGP
9.5 prisutan je u vise subepidermalnih Ziv¢anih vlakana (strelice, j); umetci prikazuju umjereni
izrazaj PGP 9.5 u suprabazalnim Kkeratinocitima (vrhovi strelica) epidermisa (j—I).
Imunofluorescencijsko bojenje na PGP 9.5 i DAPI, x400 ukupno poveéanje. Analiza gustoce
PGP 9.5-pozitivnih intraepidermalnih ziv€anih vlakana (IENFD) (m); postojanje statisticki
znacajnih razlika provjereno je jednosmjernom analizom varijance (engl. analysis of variance,
ANOVA). Analiza gusto¢e PGP 9.5-pozitivnih subepidermalnih Ziv¢anih vlakana (SENFD)
(n); postojanje statisticki znacajnih razlika provjereno Welch-ovom ANOVA-om. N/mm
oznatava broj ziv€anih vlakana po mm dermalno-epidermalnog spoja. Grafikoni prikazuju
aritmeticke sredine sa standardnim devijacijama. Znacajnost razlika oznacena je zvjezdicama:

*p < 0,05, ** p < 0,01.

5.9. Imunofluorescencijsko bojenje na CD68

U EC uzorcima nije bilo vidljivo bojenje protutijelom za CD68 u papilarnom i retikularnom
dermisu. ViSestruka elasticna vlakna u dermisu pokazala su autofluorescenciju, §to moze
oponasati signal CD68. Neki makrofazi mogu se vidjeti u dubljim slojevima retikularnog
dermisa (nije prikazano) (Slika 13a—c). U usporedbi s EC uzorcima, u EL uzorcima uoceni Su
CD68 pozitivni makrofazi u povrsinskom papilarnom sloju i u dubljem dijelu dermisa (Slika
13d-f). U analiziranim GC uzorcima nije bilo CD68 pozitivnih stanica u papilarnom ili
povrsinskom dijelu retikularnog dermisa (Slika 13g—i). U usporedbi s GC uzorcima, makrofazi
pozitivni na CD68 bili su prisutni u povrSinskom papilarnom dermisu, ¢esto blizu DEJ-e (Slika
13j-1). Medijan gusto¢e makrofaga u EL uzorcima bio je 2,54 stanica/mm, $to je znacajno vise

u usporedbi s 0,60 stanica/mm u EC uzorcima (p = 0,009). Isto je utvrdeno pri usporedbi GL
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uzoraka, koji imaju 5,44 stanica/mm, s GC uzorcima koji sadrze medijan od 0,50 stanica/mm
(p < 0,001). Postojala je statisticki znacajna razlika u gusto¢i makrofaga izmedu EL i GL

uzoraka (p = 0,049); medutim, nije bilo znacajne razlike izmedu EC i GC uzoraka (Slika 13m).
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Slika 13. Izrazaj CD68 u uzorcima normalne koZe i LS-om zahvacene koze. Epidermis (e),
papilarni dermis (pd) i retikularni dermis (rd) oznaceni su na slikama DAPI (engl. 4',6'-
diamidino-2-phenylindole) bojenja koje prikazuju sve stani¢ne jezgre (b,e,h,k). EC (engl.
extragenital controls) — normalna ekstragenitalna koza (a—C): nisu prisutne CD68-pozitivne
stanice. EL (engl. extragenital lichen sclerosus) — ekstragenitalna koza zahva¢ena LS-om (d—
f): nekoliko makrofaga prikazano je izrazajem CD68 (vrhovi strelica, d,f). GC (engl. genital
controls) — normalna koza vulve (g—i): izrazaj CD68 nije opazen u dermalnim stanicama. GL
(engl. genital lichen sclerosus) — koza vulve zahvacena LS-om (j—I): CD68-pozitivni
makrofazi vidljivi su u dermisu (vrhovi strelica, j,I). Imunofluorescencijsko bojenje na CD68 i
DAPI, x400 ukupno povecanje. Analiza gusto¢e makrofaga (m); postojanje statisti¢ki znacajnih
razlika provjereno je Kruskal-Wallis-ovim testom. N/mm oznacava broj makrofaga po mm
dermalno-epidermalnog spoja. Grafikoni prikazuju aritmeticke sredine sa standardnim

devijacijama. Znacajnost razlika oznacena je zvjezdicama: * p < 0,05, ** p < 0,01 i **** p <

0,0001.
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6. RASPRAVA
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U nasoj studiji istrazivali smo obrazac izrazaja ¢cimbenika proliferacije, biljega ziv€anih vlakana
I stanice upalnog infiltrata u kozi oboljelih od genitalne i ekstragenitalne varijante LS-a
usporedno sa zdravom kozom prethodno navedenih lokalizacija, a kako bi ukazali na njihovo
medudjelovanje 1 mogucu ulogu neurogene upale u patogenezi LS-a i njegovog vodeceg
klinickog simptoma - svrbeza. Mnoge studije su istrazivale inervaciju koze zahvacene LS-om,
ali ne i u kontekstu razlika u inervaciji i neurogenoj upali izmedu ovih varijanti LS-a te izmedu

oboljele i zdrave koze.

U ovom istrazivanju utvrdili smo promijenjenu raspodjelu izrazaja CGRP-a i VR1 u zivéanim
vlaknima i stanicama ekstragenitalne i vulvarne koze zahvaéene LS-om, kao i razlike u
infiltraciji upalnim stanicama (mastocitima i makrofazima) u promatranim tkivima. Prethodno
je opisana promijenjena raspodjela CGRP-pozitivnih vlakana u vulvarnim LS uzorcima i VR1
u zdravoj kozi te kozi koja je pruriticna (164, 171). Za druge pruriticne dermatoze, poput
psorijaze i atopijskog dermatitisa, poznato je da je neurogena upala posredovana CGRP-
pozitivnim ziv¢anim vlaknima, VR1 i mastocitima glavni ¢imbenik njihove patogeneze (190).
Uzimaju¢i navedeno u obzir, pretpostavljamo da je neurogena upala jedan od glavnih

patogenetskih mehanizama LS-a.

Nije bilo razlike u dobi medu promatranim skupinama bolesnika, §to znaci da je uzorak
primjereno odabran i da dob kao takva nije zbunjujuéi ¢imbenik. Razliku u vremenu od pocetka
bolesti do prvog dermatoloskog pregleda (kada su uradene biopsije), izmedu ekstragenitalnog
I genitalnog LS-a, objaSnjavamo ¢injenicom da su se sve pacijentice s genitalnim LS-om
najprije javile svom ginekologu, a kasnije su bile upuc¢ene dermatologu, dok su bolesnice s
ekstragenitalnim LS-om izravno otisle dermatologu. Drugi moguci ¢imbenik za ovu razliku
mogla bi biti nevoljkost Zena da traze lije¢nic¢ku pomo¢ kada su po srijedi vulvovaginalni
simptomi (248). Vecina nasih bolesnica s genitalnim LS-om imala je simptom intenzivnog
svrbeza, dok su one s ekstragenitalnim LS-om imale vrlo blag do nikakav svrbez, §to je u skladu

s prethodno objavljenim podacima (1, 44).

Jos uvijek ne postoje histoloski dijagnosticki kriteriji za razli¢ite stadije i podtipove LS-a (22).
U naSoj smo studiji pronasli smanjenu debljinu epidermisa u uzorcima LS-a u usporedbi s
njihovim odgovarajué¢im kontrolama, pri ¢emu uzorci genitalnog LS imaju znacajno debl;ji
epidermis od kontrola, a sto je u skladu s prethodnim studijama (102). Nismo nasli znacajnu
razliku u koli¢ini upalnog infiltrata usporedujuci genitalne 1 ekstragenitalne uzorke LS-a,
medutim, raspodjela infiltrata i prisutnost intraepitelnih limfocita koje smo opisali, pokazali su
se tipi¢nim za rane lezije LS-a (108).
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Sva ziv€ana vlakna U kozi vizualizirana su s PGP 9.5/UCHL 1 biljegom, op¢enito primjenjivim
biljegom Zivaca i neuroendokrinih stanica u kraljesnjaka (194). Sli¢no prethodnim studijama,
nasa je studija pokazala ve¢u gusto¢u PGP 9.5 pozitivnih intraepidermalnih ziv€anih vlakna u
tkivima vulvarnog LS-a u usporedbi s kontrolama (171), $to je pretpostavljena posljedica
kroni¢nog upalnog autoimunog procesa. Nije bilo razlike u izrazaju ovog proteina izmedu
genitalnog i ekstragenitalnog LS-a. Medutim, analiziraju¢i samo subepidermalna Ziv¢ana
vlakna, postoji statisticki znaCajno veéa gustoca PGP 9.5-pozitivnih vlakana u tkivima
vulvarnog LS-a u usporedbi s ekstragenitalnim LS-om i obje kontrole, a to moze biti jedan od

¢imbenika koji doprinose izrazitom svrbezu u genitalnom obliku bolesti.

CGRP je glavni neuropeptid nociceptivnih senzornih C-vlakana i njegova osnovna funkcija je
vazodilatacija i aktivacija mastocita (225). Kod pruritiénih dermatoza postoji veci izraZaj
CGRP-a, budu¢i da svrbez moze biti uzrokovan oSteCenjem Ziv¢anih vlakana (238). U naSem
istrazivanju pronasli smo ve¢i broj CGRP-pozitivnih intraepidermalnih ziv¢anih vlakana u
vulvarnom LS-u u usporedbi s njegovim kontrolama i ekstragenitalnim LS-om, dok nije bilo
znacajnih razlika izmedu ekstragenitalnog LS-a i ekstragenitalnih kontrola. Analiza
subepidermalnih CGRP-pozitivnih vlakana otkrila je veéu gusto¢u u vulvarnom, ali ne i
ekstragenitalnom LS-u, u usporedbi s njihovim odgovaraju¢im kontrolama. Ova saznanja
mogucée su objasnjenje uzroka jakog svrbeza u slucajevima vulvarnog LS-a. Mnoga su
istrazivanja takoder pokazala da CGRP regulira razli¢ite upalne procese u ljudskoj kozi (225).
Hiperinervacija epidermisa CGRP-pozitivnim vlaknima do sada je opisana u razli¢itim

pruriti¢nim dermatozama, ukljucujuéi LS vulve (171).

Poznato je da se izraZzaj neselektivnih kationskih kanala koji sudjeluju u nocicepciji 1 koznoj
neurogenoj upali (VR1 i TRPAL) ne vidi samo u osjetnim zivcima koze, ve¢ i u mastocitima,
dendriti¢nim stanicama, endotelnim stanicama i keratinocitima (156). Kod drugih pruriti¢nih
dermatoza, kao S$to su psorijaza i atopijski dermatitis, povecani izrazaj VR1 na zivéanim
vlaknima i naknadno oslobadanje CGRP-a glavni su uzroci zacaranog ciklusa lu¢enja citokina
koji izazivaju svrbez (190). Nase istrazivanje izrazaja VR1 nije pokazalo razlike u raspodjeli
VR1 medu keratinocitima 1 mastocitima u ispitivanim skupinama uzoraka. Medutim, nasa
analiza VR1 u Ziv¢anim vlaknima otkrila je izrazaj u CGRP-pozitivnim Zivéanim vlaknima,
kako u vulvarnim tako i u ekstragenitalnim uzorcima LS, dok nije bilo izrazaja u istim vrstama
vlakana u kontrolnim skupinama. Isto je uoc€eno i za intraepidermalna i za subepidermalna
CGRP-pozitivna vlakna. Znajuéi da se u upalnim stanjima koze povecava broj stanica

pozitivnih na VR1 (180), VR1 bi mogao imati ulogu i u patogenezi LS-a (171).
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Osim promjena ziv¢anih vlakana, utvrdeno je da mastociti imaju vaznu ulogu u patogenezi
pruriti¢nih dermatoza (235). U normalnoj kozi broj mastocita najveci je u gornjem dermisu, bez
obzira na spol i dob (238). Poveéan broj mastocita pronaden je u gornjim dijelovima dermisa
kod pruriti¢nih dermatoza kao $to su psorijaza (242) i atopijski dermatitis (249). U naSem
istrazivanju smo primijetili ve¢i broj mastocita u vulvarnim 1 ekstragenitalnim uzorcima LS u
usporedbi s njihovim kontrolama. Medutim, raspodjela mastocita bila je razlicita izmedu te
dvije lokalizacije: u vulvarnom LS-u povecani broj mastocita bio je prvenstveno u povrsinskim
dijelovima dermisa, pa ¢ak i intraepitelno, dok je u ekstragenitalnom LS-u povecanje broja
uglavnom bilo na ustrb mastocita u dubljem dermisu. Analiza rezultata bojenja proliferacijskim
biljegom Ki-67 otkrila je da mastociti ne proliferiraju, $to ukazuje da bi povecanje njihovog
broja u uzorcima LS-a moglo biti uzrokovano pove¢anom migracijom mastocita u oboljelu
kozu (250). Razli¢ita raspodjela mastocita izmedu dva tipa LS-a mogla bi biti jedno od mogucih
objasnjenja za razliku u jacini svrbeza izmedu njih.

Makrofazi su vrsta stanica ¢iji je broj povecan u upalnom infiltratu u LS-u (251), a obi¢no su
prisutni u pojasu upalnih stanica ili rasprSeni u regiji sa sklerozom tkiva (233). U nasem
istrazivanju takoder smo uocili veéi broj makrofaga u uzorcima ekstragenitalnog i genitalnog
LS-a u usporedbi s kontrolnim uzorcima. Raspodjela makrofaga u naSim ekstragenitalnim i
genitalnim uzorcima bila je sli¢na onima uofenim u dosadas$njim istrazivanjima (233).
Makrofazi se uobicajno nalaze u tkivima s kroni¢nom upalom (252), a njihov podtip M2 moze
pridonijeti fibrozi tkiva (253). Takoder se pokazalo da M2 makrofazi doprinose svrbezu putem
interleukina 31 (IL-31) u nekim dermatozama (254), ali nismo pronasli nikakva istrazivanja
koja povezuju svrbez u LS-u s makrofazima. Opisali smo veci broj makrofaga u LS-u vulve, u
usporedbi s uzorcima ekstragenitalnog LS-a, §to moze pridonijeti razlici u jacini svrbeza.
Medutim, potrebna su dodatna istraZivanja o makrofazima i IL-31 u LS-u da bi se donijeli

smisleni zakljucci.

Proliferaciju keratinocita u LS-u vec je proucavala skupina autora koji su pokazali da je biljeg
proliferacije Ki-67 znacajno pojacano reguliran u vulvarnom LS-u u usporedbi s kontrolama i
ekstragenitalnom varijantom bolesti (217). Nase istrazivanje ukazuje na zna¢ajno visi indeks
proliferacije, mjeren brojem Ki-67 pozitivnih bazalnih stanica, u vulvarnom i ekstragenitalnom
LS-u, u usporedbi s njihovim kontrolama. Medutim, nismo pronasli znac¢ajnu razliku izmedu
dvije skupine LS uzoraka. Povecana proliferacija keratinocita u LS-u moze biti rezultat vise
¢imbenika. Izravan stimuliraju¢i u¢inak CGRP-a na proliferaciju keratinocita putem aktivacije

MAP kinaza (engl. mitogen-activated protein kinase) prethodno je opisan (255), a takoder smo
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pokazali povecani broj CGRP-pozitivnih Ziv¢anih vlakana u LS-u vulve. Pokazalo se da
proliferacija keratinocita moze biti potaknuta povecanim brojem mastocita, osobito u blizini
dermo-epidermalnog spoja (256), kao §to je sluc¢aj u vulvarnom LS-u. Zanimljivo je da je drugo
istrazivanje pokazalo da bi triptaza mogla imati inhibitorni u¢inak na proliferaciju keratinocita
smanjenjem odgovora na epidermalni ¢imbenik rasta nakon kostimulacije (257). Dodatno,
pokazano je da CGRP moze potaknuti proliferaciju epitelnih stanica posredovanu mastocitima
putem transformiraju¢eg Cimbenika rasta-beta (258). Ipak, drugi moguc¢i uzrok poveéane
proliferacije keratinocita mogla bi biti opetovana mehanicka iritacija pruritiéne koze uslijed
CeSanja, $to je tipi¢no za vulvarni LS (259-261). Svi gore navedeni poticajni ¢imbenici
proliferacije keratinocita (CGRP, subepidermalni mastociti, mehanicka iritacija) bili su
znacajno visi u vulvarnom u odnosu na ekstragenitalni LS, ali nije bilo znacajne razlike u
indeksu proliferacije. Ovo se mozda moze objasniti metodologijom koju smo koristili za
mjerenje proliferacije keratinocita u ovoj studiji. Analizirali smo samo keratinocite u bazalnom
sloju (247) i doista, nije bilo znacajne razlike izmedu skupina uzoraka bolesne koze. Medutim,
suprabazalni keratinociti takoder proliferiraju i ¢ak smo opisali proliferaciju keratinocita u
povrsnijim slojevima epidermisa u LS uzorcima. Budu¢i da je epidermis u vulvarnom LS-u
izrazito deblji nego u ekstragenitalnom LS-u, ukupni broj proliferirajuéih keratinocita moze biti

veci u uzorcima vulvarnog LS-a.

Apoptoza keratinocita (karakterizirana nuklearnim kaspaza-3 pozitivitetom) mogla bi biti uzrok
stanjenog epidermisa u ekstragenitalnim LS uzorcima. U naSem istrazivanju pronasli smo
smanjenu koli¢inu apoptoti¢nih stanica u ekstragenitalnim LS uzorcima, u usporedbi s
kontrolom, $to objasnjavamo pretpostavkom da se proces programirane stani¢ne smrti dogodio
U ranijim stadijima bolesti te u fazama kad je epidermis ve¢ stanjen, apoptotska aktivnost je
oslabljena. Nismo pronasli istraZivanja koja su proucavala apoptozu u ekstragenitalnom LS-u.
Naprotiv, pronasli smo povecanu apoptotsku aktivnost u genitalnim LS uzorcima u uspoedbi s
kontrolama, §to odgovara pojacanoj upalnoj aktivnosti u genitalnom LS-u. Neka istrazivanja
(262, 263) su promatrala izrazaj ¢imbenika vezanih uz apoptozu na uzorcima vulvarnog LS-a,
no oba rada su bila usredotocena na prijelaz vulvarnog LS-a u karcinom vulve i nijedan od njih

nije promatrao izrazaj kaspaza.

Neke od patohistoloskih razlika izmedu uzoraka LS-a mogle bi biti posljedica razlika u
njihovim klinickim i patogenetskim karakteristikama. Vrijeme od pocetka bolesti do biopsije
bilo je duze za genitalne LS lezije, daju¢i im viSe vremena za razvoj klinicke 1 patohistoloske

slike. Genitalne LS lezije karakterizirane su jakim svrbezom, za razliku od ekstragenitalnih (1,
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44), , te su izlozenije mehanickoj iritaciji uslijed popratnog ¢eSanja, Sto takoder moze

pridonijeti razlici u njihovim patohistoloskim znacajkama (260).

NaSa otkrica daju potencijalne ciljeve za istrazivanje i razvoj novih protuupalnih i/ili
antipruriti¢nih terapijskih strategija koje ne samo da mogu ublaziti simptome, ve¢ i smanjiti
ponovnu pojavu i napredovanje bolesti. Trenutno koriStena moguénost prve linije terapije,
lokalni glukokortikoidi, pretpostavljeno imaju povoljan ucinak na neurogenu upalu
snizavanjem izrazaja CGRP-a u osjetnim neuronima (264), medutim, druga istrazivanja navode
da glukokortikoidi mogu imati razli¢ite u¢inke na razine CGRP-a ovisno o tipu stanice (265).
Sto se tie VR1, pokazalo se da glukokortikoidi mogu i smanjiti (266) i povecati njegov izrazaj
(267). Pimekrolimus, lokalni inhibitor kalcineurina, stimulira otpustanje CGRP-a iz zivéanih
vlakana 1 aktivira VR1, s dugorocnim ucinkom desenzibilizacije VR1 1 ublaZavanja svrbeza
(268). Dodatno, otkriveno je da su inhibitori kalcineurina neurotrofi¢ni i stimuliraju rast CGRP-
pozitivnih ziv€anih vlakana (269). Glukokortikoidi i inhibitori kalcineurina sprjecavaju

aktivaciju mastocita i smanjuju broj mastocita putem aktivacije apoptoze (270, 271).

Zakljucno, pronasli smo razlike u raspodjeli VR1, proliferaciji i apoptozi keratinocita izmedu
zdrave koze 1 koze zahvacene LS-om. Takoder smo pronasli razlike u inervaciji, broju mastocita
1 makrofaga 1 distribuciji istih, izmedu zdrave i oboljele koze, ali i izmedu vulvarnih i
ekstragenitalnih varijanti LS-a. Te bi razlike mogle biti ¢imbenik koji pridonosi razli¢itoj jacini
svrbeza na pojedinim mjestima i ukazuje na to da ekstragenitalni i genitalni LS, koji se smatraju

dvjema klinickim varijantama iste bolesti, imaju u podlozi razli¢ite patogenetske promjene.
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7. ZAKLIJUCCI
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Primjenom imunofluorescencijskih metoda na histoloskim uzorcima bioptata ekstragenitalne i
vulvarne koze oboljelih od LS-a, kao i u odgovaraju¢im kontrolnim uzorcima istrazivani su
debljina epidermisa, gustoca upalnog infiltrata, gustoca intra- i subepidermalnih ziv¢anih
vlakana pozitivnih na CGRP i PGP 9.5, distribucija VR1, gustoéa mastocita (triptaza) i
makrofaga (CD68) te proliferacija (Ki-67) i apoptoza (aktivirana kaspaza-3) epidermalnih
stanica. Prikupljanjem klinickih parametara (poput stupnja svrbeza po VAS-i) odredili smo
razlike u svrbezu i vremenu od pocetka simptoma do incijalne biopsije medu bolesnicama s LS-
om. Temeljem analize i usporedbe obojenih rezova te klinickih parametara navedenih skupina

doneseni su sljedeci zakljucci:

1. Svrbez je intenzivniji u bolesnica s genitalnim LS-om u odnosu na bolesnice s

ekstragenitalnom varijantom. Svrbez nije prisutan u zdravoj kozi.

2. U bolesnica s genitalnim LS-om je vrijeme izmedu prve pojave simptoma i prvotne biopsije
LS lezije znacajno duZe u usporedbi s bolesnicama s ekstragenitalnom varijantom zbog kasnijeg
javljanja dermatologu obzirom da se bolest u po€etku smatra ginekoloSkom. Sam posjet
ginekologu je odgoden zbog nevoljkosti Zena da potraze pomo¢ za probleme intimnih podrucja

tijela.

3. Debljina epidermisa koze LS-uzoraka znafajno je smanjena u odnosu na odgovarajuce
zdrave kontrole. Uzorci vulvarne koze bili su znacajno deblji od uzoraka ekstragenitalne koze,

kako za zdravu kozu, tako i za kozu zahvac¢enu LS-om.

4. Gustoca CGRP pozitivnih intraepidermalnih i subepidermalnih Ziv€anih vlakana je znac¢ajno
veca u genitalnim LS-uzorcima u usporedbi s njihovim kontrolama, dok nema razlike izmedu
ekstragenitalnih uzoraka. Gusto¢a PGP 9.5 pozitivnih intraepidermalnih Ziv€anih vlakana je
znafajno niza u LS wuzorcima u usporedbi s njihovim kontrolama, dok je gustoca
subepidermalnih vlakana znacajno viSa u genitalnoj LS varijanti u usporedbi sa svim ostalim

skupinama.

5. U zdravoj kozi VR1 kolokalizira s PGP 9.5 pozitivnim ziv€anim vlaknima, no ne i s CGRP
pozitivnim vlaknima, dok u kozi zahvacenoj LS-om VR1 kolokalizira s CGRP pozitvnim
vlaknima, ali nema kolokalizacije s PGP 9-5 pozitivnim vlaknima. Ova razlika u gusto¢i CGRP
i PGP 9.5 pozitivnih vlakana te distribuciji VR1 receptora na njima podupire pretpostavku da

neurogena upala (vodena CGRP-om i VR1) pridonosi patogenezi LS-a.
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6. Proliferacija epidermalnih stanica znacajno je visa u LS uzorcima u usporedbi sa zdravom
kozom, i u genitalnim i ekstragenitalnim uzorcima. Apoptoza epidermalnih stanica je znac¢ajno
niza u ekstragenitalnim LS lezijama u usporedbi s kontrolama, dok je zna¢ajno visa u vulvarnim
LS lezijama. Povecan izrazaj proliferacije 1 apoptoze ukazuje na agresivniju prirodu genitalnog
LS-a sto je u skladu s ¢injenicom da genitalna, ali ne i1 ekstragenitalna varijanta, moze preci u

karcinom.

7. Gustoc¢a mastocita je povecana u LS uzorcima u usporedbi s kontrolama, s time da je ve¢ina
mastocita lokalizirana subepidermalno ili ¢ak intraepidermalno u genitalnim LS uzorcima, dok
se u ekstragenitalnima nalaze u dubljem dermisu. Gusto¢a makorfaga je takoder veca u LS
uzorcima u usporedbi s kontrolama, a narocito u uzorcima genitalnog LS-a. Prisutnost mastocita
u epidermisu i povecan broj makrofaga ukazuju na pojacanu neurogenu upalu u genitalnim LS
uzorcima, S$to djelomicno objasnjava poveéan svrbez toga podrucja u usporedbi s

ekstragenitalnim.
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9. SAZETAK

93



Lichen sclerosus (LS) je progresivna kozna bolest koju karakterizira kroni¢na upala genitalne
ili ekstragenitalne koze, a nesrazmjerno ¢es¢e pogada zene. Imunohistokemijski smo analizirali
raspodjelu Ziv¢anih vlakana, vaniloidnih receptora, te biljege stani¢ne proliferacije, apoptoze,
mastocita i makrofaga u genitalnim i ekstragenitalnim uzorcima LS-a, kao i u zdravoj kozi.
Ukupna koli¢ina intraepidermalnih Ziv€anih vlakana bila je manja u uzorcima koze bolesnica
oboljelih od LS-a u usporedbi sa zdravim kontrolama, dok je ukupna koli¢ina subepidermalnih
ziv¢anih vlakana i vlakana pozitivnih na peptid povezan s genom kalcitonina (engl. calcitonin
gene-related peptide, CGRP) bila vi$a u uzorcima genitalne koze oboljelih od LS-a u usporedbi
s uzorcima bolesnica s ekstragenitalnim LS-om i zdravim kontrolama. Proliferacija stanica te
gustoéa makrofaga i mastocita bila je povec¢ana u uzorcima LS-a u usporedbi sa zdravim
kontrolama. Uzorci genitalnog LS-a imali su vecu gustocu makrofaga u usporedbi s
ekstragenitalnom varijantom. Raspodjela mastocita znacajno se razlikovala izmedu genitalnih
i ekstragenitalnih uzoraka LS-a, iako nije bilo razlike u ukupnoj gusto¢i mastocita. Apoptoza
epidermalnih stanica bila je najizraZenija u uzorcima genitalne koze bolesnica oboljelih od LS-
a. Ova bi otkri¢a mogla objasniti razlike u jacini svrbeza genitalnog i ekstragenitalnog oblika

LS-a i pruZiti ciljeve za istraZivanje novih terapijskih strategija za lije¢enje LS-a.
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10. SUMMARY
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Lichen sclerosus (LS) is a progressive skin disease that is characterized by chronic
inflammation of either genital or extragenital skin, and it disproportionately affects women. We
analyzed the distribution of nerve fibers, vanilloid receptors, cell proliferation, mast cells and
macrophages in genital and extragenital LS samples, as well as in healthy skin, by using
immunohistochemistry. The total amount of intraepidermal nerve fibers was lower in LS
samples compared to healthy controls, while the total amount of subepidermal nerve fibers and
calcitonin gene-related peptide (CGRP) positive fibers was higher in genital LS samples
compared to both extragenital LS and healthy controls. Cell proliferation, macrophage and mast
cell density were increased in LS samples compared to healthy controls. Genital LS had a higher
macrophage density compared to the extragenital variant. Mast cell distribution significantly
differed between genital and extragenital LS samples, even though their total mast cell densities
were similar. Epidermal cell apoptosis was the most prominent in genital LS samples. These
findings could explain the differences between pruritic symptoms of genital and extragenital

LS and provide targets for the research of novel therapeutic strategies for LS management.
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2010. - 2011. znanstveni novak na Klinici za psihijatriju

2012. - 2017. lijecnik na specijalizaciji iz dermatovenerologije, Klinika za

dermatovenerologiju, KBC Split
2017. - specijalist dermatovenerologije, Klinika za dermatovenerologiju, KBC Split

2022.- specijalist dermatovenerologije s uzom specijalizacijom iz pedijatrijske

dermatovenerologije, Klinika za dermatovenerologiju, KBC Split
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2020.- naslovni asistent pri Katedri za dermatovenerologiju Medicinskog fakulteta

Sveucilista u Splitu

JEZICI:

- Hrvatski jezik (materinski jezik)

- Engleski jezik (aktivno koriStenje u govoru i pisanju)

ZNANSTVENI INTERESI: dermatovenerologija, pedijatrijska dermatovenerologija,

patogeneza imunoloskih oboljenja u dermatovenerologiji

TEHNICKE VJESTINE: dermatoskopija

POZNAVANJE RACUNALNIH PROGRAMA: Microsoft Office paket (Word, Excel,
PowerPoint, Outlook), EndNote, Adobe Photoshop, ImageJ

CLANSTVO U PROFESIONALNIM ORGANIZACIJAMA:
2009. Hrvatska lije¢nicka komora

2012. Hrvatski lijecnicki zbor

2012. Hrvatsko dermatovenerolosko drustvo

2022. Hrvatska udruga Sveucili$nih Zena

2023. Europsko dermatovenerolosko drustvo

IZVORNI ZNANSTVENI | PREGLEDNI RADOVI U INDEKSIRANIM
CASOPISIMA:
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