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SSuummmmaarryy
IInnttrroodduuccttiioonn:: Factors causing malignant transformation of vulvar lichen sclerosus are not fully elucidated.
In view of available evidence, malignant transformation of keratinocytes in lichen sclerosus is limited to the
basal and the peribasal epidermal layers, being the starting point for further stromal invasion. This contra-
dicts the classic theory of vulvar carcinogenesis on the basis of VIN, assuming that cancer develops by grad-
ual replacement of all epidermal layers by atypical keratinocytes. In general opinion, lichen sclerosus may
result from prolonged stimulation by antigens (e.g. viral infection). It is supported by observed changes of
expression of antigens associated with activation of the immune system (CD3, CD8, CD57, HLA-DR and
others). AAiimm  ooff  ppaappeerr:: Evaluation of correlation between change of expression of selected markers of acti-
vation of the immune system in vulvar lichen sclerosus (CD4, CD8, HLA-DR, Apo-1/Fas) and the presence
of squamous cell cancer of the vulva. MMaatteerriiaall  aanndd  mmeetthhooddss:: Comparison of expression of antigens CD4,
CD8, HLA-DR, CD95 (Apo-1/Fas) in vulvar skin preparations obtained from 12 patients with lichen scle-
rosus (group 1) with those obtained from 14 patients with lichen sclerosus coexisting with squamous cell
vulvar cancer (group 2). Expression of selected antigens was assessed quantitatively using digital image
analyzer. The number of cells expressing above mentioned antigens was determined in the basal and
peribasal epithelial layers. Statistical analysis of the intergroup difference was performed using the
Mann-Whitney U test. RReessuullttss:: Statistically significant (p<0.05) increase of CD8(+) lymphocytes and
decrease of the number of cells expressing HLA-DR antigens was noticed in the group of women with
lichen sclerosus associated with vulvar squamous cell carcinoma. Cells expressing CD4 and CD95 were
scarcely represented in epithelial layers of samples studied and their numbers were not significantly dif-
ferent in both groups. CCoonncclluussiioonn:: An increase in the number of cytotoxic lymphocytes and a decrease
in the number of cells expressing HLA-DR antigens and those associated with presentation of antigens
to T lymphocytes suggest, that immune factors may play a role in the development of vulvar cancer on
the base of lichen sclerosus.

KKeeyy  wwoorrddss:: lichen sclerosus, vulvar cancer, immunohistochemistry, lymphocytes, HLA-DR, CD95
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SSttrreesszzcczzeenniiee
WWssttêêpp:: Czynniki, które powoduj¹ transformacjê nowotworow¹ w liszaju twardzinowym sromu, nie zosta³y
poznane do koñca. Istniej¹ dowody, ¿e transformacja nowotworowa keratynocytów w liszaju twardzinowym
jest ograniczona wy³¹cznie do warstwy podstawnej i przypodstawnej nab³onka, sk¹d nastêpuje inwazja pod-
œcieliska. Pozostaje to w sprzecznoœci z klasyczn¹ teori¹ rozwoju raka sromu na pod³o¿u VIN, wed³ug której
rak rozwija siê poprzez stopniowe zastêpowanie wszystkich warstw nab³onka przez atypowe keratynocyty.
Uwa¿a siê, ¿e liszaj twardzinowy mo¿e byæ wynikiem przewlek³ej stymulacji antygenowej (np. zaka¿enie wiru-
sowe), o czym mog¹ œwiadczyæ obserwowane zmiany ekspresji antygenów zwi¹zanych z aktywacj¹ uk³adu
immunologicznego (miêdzy innymi CD3, CD8, CD57, HLA-DR). CCeell  pprraaccyy:: Ocena zwi¹zku pomiêdzy zmia-
nami ekspresji wybranych markerów aktywacji uk³adu immunologicznego w liszaju twardzinowym sromu
(CD4, CD8, HLA-DR, Apo-1/Fas) a obecnoœci¹ p³askonab³onkowego raka sromu. MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyy::  Eks-
presjê antygenów CD4, CD8, HLA-DR, CD95 (Apo-1/Fas) porównano, zestawiaj¹c preparaty ze skóry sromu
pobrane od 12 pacjentek z liszajem twardzinowym (grupa 1.) z preparatami pobranymi od 14 pacjentek z lisza-
jem twardzinowym wspó³wystêpuj¹cym z p³askonab³onkowym rakiem sromu (grupa 2.). Ekspresjê wybra-
nych antygenów porównano metod¹ iloœciow¹ przy u¿yciu cyfrowego analizatora obrazu. Liczbê komórek
wykazuj¹cych ekspresjê badanych antygenów okreœlano w warstwie podstawnej i przypodstawnej nab³onka.
Do oceny ró¿nic w badanych grupach zastosowano test U Manna-Whitneya. WWyynniikkii::  Stwierdzono statystycz-
nie znamienny (p<0,05) wzrost liczby limfocytów CD8 oraz spadek liczby komórek wykazuj¹cych ekspresjê
antygenów HLA-DR w grupie kobiet z liszajem twardzinowym wspó³wystêpuj¹cym z rakiem p³askonab³on-
kowym sromu. Komórki wykazuj¹ce ekspresjê CD4 i CD95 by³y bardzo sk¹po reprezentowane w ocenianych
warstwach nab³onka, a ich liczba nie wykazywa³a znamiennych ró¿nic w porównywanych grupach. WWnniioosskkii::
Wzrost liczby limfocytów cytotoksycznych oraz spadek liczby komórek wykazuj¹cych ekspresjê HLA-DR
i zwi¹zanych z prezentacj¹ antygenu limfocytom T mo¿e œwiadczyæ o roli czynnika immunologicznego w hi-
storii rozwoju raka sromu na pod³o¿u liszaja twardzinowego.

SS³³oowwaa  kklluucczzoowwee:: liszaj twardzinowy, rak sromu, immunohistochemia, limfocyty, HLA-DR, CD95
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WWSSTTÊÊPP

Stosunkowo czêstym zjawiskiem u pacjentek z ra-
kiem sromu jest towarzysz¹cy liszaj twardzinowy
(lichen sclerosus, LS). Jakkolwiek liszaj twardzi-

nowy nie jest uznawany za stan przednowotworowy, to
jednak w 1-4% przypadków na jego pod³o¿u rozwija siê
rak. Dane retrospektywne pokazuj¹, ¿e a¿ u 40% cho-
rych z p³askonab³onkowym rakiem sromu wystêpowa³
w przesz³oœci liszaj twardzinowy(1). W badaniu Vilmera,
który analizowa³ 67 przypadków nab³onkowego raka sro-
mu, a¿ w 76% w s¹siedztwie nab³onka neoplastycznego
wystêpowa³ liszaj twardzinowy(2). Nie s¹ znane przyczyny
i mechanizm transformacji liszaja w raka. Prowadzi siê
intensywne badania nad zmianami ekspresji antygenów
w liszaju twardzinowym zwi¹zanych z odpowiedzi¹ im-
munologiczn¹ i ró¿nicowaniem komórek w nadziei, ¿e
pomo¿e to wyjaœniæ jego patogenezê i mechanizmy
transformacji. W liszaju twardzinowym, w porówna-
niu ze skór¹ normaln¹, stwierdzono miêdzy innymi
wzrost ekspresji antygenów HLA-DR(3,4), CD1a+ (ko-
mórek Langerhansa)(5), bia³ka p53(6,7) oraz spadek eks-
presji antygenów CD44(8). Dane dotycz¹ce obecnoœci
nacieku limfocytarnego nie s¹ jednoznaczne. Stwierdza-
no zarówno wzrost(3,9), jak i spadek liczby limfocytów
CD4 oraz CD8(10). Pocz¹tkowi transformacji nowotwo-
rowej na pod³o¿u liszaja twardzinowego towarzyszy³
wzrost ekspresji bia³ka p53(11), antygenu Ki-67 oraz lim-
focytów CD4+, CD8+ i Fas+(12,13). Istniej¹ dowody, ¿e
transformacja nowotworowa keratynocytów w liszaju
twardzinowym ograniczona jest tylko do warstwy pod-
stawnej i przypodstawnej nab³onka, sk¹d nastêpuje in-
wazja podœcieliska(14,15). Pozostaje to w sprzecznoœci
z klasyczn¹ teori¹ rozwoju raka sromu na pod³o¿u VIN,
wed³ug której rak rozwija siê poprzez stopniowe zastê-
powanie wszystkich warstw nab³onka przez atypowe ke-
ratynocyty. W tym aspekcie znaczenia nabieraj¹ obserwa-
cja g³êbszych warstw nab³onka w liszaju twardzinowym
i zrozumienie przebiegaj¹cych tam procesów immuno-
logicznych. Uwa¿a siê, ¿e mog¹ one tworzyæ œrodowi-
sko sprzyjaj¹ce rozwojowi raka(12).
Pos³uguj¹c siê metod¹ immunohistochemiczn¹, podjê-
liœmy próbê okreœlenia zwi¹zku pomiêdzy zmianami
ekspresji wybranych markerów aktywacji uk³adu im-
munologicznego w g³êbszych warstwach nab³onka lisza-
ja twardzinowego sromu (CD4, CD8, HLA-DR, Apo-1/
Fas) a obecnoœci¹ p³askonab³onkowego raka sromu.

MMAATTEERRIIAA££  II MMEETTOODDYY

MMAATTEERRIIAA££  BBIIOOLLOOGGIICCZZNNYY

Materia³ badawczy stanowi³y rutynowe preparaty hi-
stopatologiczne z archiwum Zak³adu Patologii Nowo-
tworów Œwiêtokrzyskiego Centrum Onkologii wykonane

IINNTTRROODDUUCCTTIIOONN

Lichen sclerosus (LS) is common inflammatory
dermatosis, companying vulvar cancer. Though
lichen sclerosus is not recognized as the precan-

cerous condition, in 1-4% of cases, forms base for vul-
var cancer. Years lasting observations show, that 40% of
patients, who developed carcinoma, suffered from lichen
sclerosus(1). In the study of Vilmer, who analyzed 67 cases
of vulvar epithelial cancer, in 76% of cases, lichen scle-
rosus was next to the neoplastic epithelium(2). Factors
leading to neoplastic transformation and its mechanism
are still unrevealed. Intensive studies about the antigen’s
expression changes in lichen sclerosus, connected with
immune response, and cell differentiation, are still per-
forming, in hope to help in its pathogenesis and trans-
formation mechanisms explanation. When compared to
the normal skin, growth of HLA-DR(3,4), CD1a+ (Langer-
hans cells)(5), p53 protein(6,7) expression, and the decrease
of CD44 antigens(8) expression was ascertained. The data
about the lymphocyte infiltration are not unambiguous.
The growth of number of CD4 and CD8(3,9) lympho-
cytes, and also decrease(10) was noted. Elevation of p53(11),
Ki-67, lymphocytes CD4+, CD8+, and Fas+(12,13) expres-
sion accompanied the beginning of neoplastic transfor-
mation, on the basis of lichen sclerosus. There are evi-
dences, that neoplastic transformation of keratinocytes
in lichen sclerosus is restricted only to basal and peri-
basal epithelial layers, from where stromal invasion is
initiated(14,15). This is opposite to classic theory of vulvar
cancer development, which takes place on the base of
VIN, where atypical keratinocytes gradually replace
all normal epithelial layers. In this aspect, observation
of deeper epithelial layers in lichen sclerosus, and the
immune processes understanding is getting significant.
It is believed, that they may create the favorable cancer
development environment(12).
Using the immunohistochemical method, we took up
the experiment to determine the connection between the
expression of selected activation markers of immune sys-
tem in deeper layers of lichen sclerosus vulvar epithelium
(CD4, CD8, HLA-DR, Apo-1/Fas) changes and the
presence of squamous cell cancer of vulva.

MMAATTEERRIIAALL  
AANNDD  MMEETTHHOODDSS

BBIIOOLLOOGGIICCAALL  MMAATTEERRIIAALL

The study covered routine histopathological samples,
taken from Department of Pathology at Holy Cross
Cancer Center in Kielce, made of vulvar tissues from
12 patients with lichen sclerosus (group 1), and from
14 patients with lichen sclerosus coexistent with squa-
mous cell vulvar cancer (group 2).
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MMEETTHHOODDSS  
OOFF  IIMMMMUUNNOOHHIISSTTOOCCHHEEMMIICCAALL  SSTTUUDDIIEESS

In each group, CD4, CD8, HLA-DR, Fas (CD95) expres-
sion was determined. All immunohistochemical assays
were performed on the basis of three-step indirect perox-
idase reaction, using, for evaluation of specific antigens,
monoclonal original antibodies and multiclonal second-
ary antibodies (Novocastra): CD4 (T helpers/induc-
ers), CD8 (T cytotoxic/suppressor), HLA class II (DR)
antigen, Fas (CD95).
The representative tissue samples were achieved through
guillotine cut of paraffin blocks, deriving from each exam-
ined group. The thickness of each section averaged 4 µm.
Such prepared sections were located on silanated basic
glasses and coagulated in the temperature of 37 degrees
Celsius for 24 hours, to avoid the unsticking of prepa-
rations during the subsequent immunohistochemical
reactions. Afterwards, slides after the xylene deparaffina-
tion were treated with the alcoholic file bathing, for tissue
hydration. The activity of endogenous peroxidase was
blocked for 3% hydrogen peroxide reaction, ongoing
5 minutes. Such prepared sections were incubated with
the origin antibody. The negative control was reached
through the incubation of cut sections, coming from the
same preparations with buffered IgG2 solution. The next
step was the incubation of cut sections with secondary
antibody, and the last step was the incubation of cut sec-
tions, prepared as above, with avidin-biotin complex,
signed with peroxidase (Novostain Super ABC Kit, Novo-
castra). The positive control was obtained through the
assay of tonsil tissue performance, and the epithelial
stromal antigen expression evaluation was the positive
internal control. After each step termination, cut sections
were three times washed out in 0.05 M TRIS-HCL
buffer. For visualization of peroxidase action effects,
DAB (3,3’-diaminobenzidine hydrochloride) with 0.8%
hydrogen peroxide was used. Additionally, cut sections
were colored with Harris hematoxylin. Whole procedure
was performed in the room temperature. The final esti-
mation of preparations was performed in conventional
light microscope in 100 times magnification. Because of
marking performed on the preparations previously fixed
in the formalin solution, and then inundated with paraffin,
after the routine deparaffination and plugging of endogen
peroxidase, for sensitivity rising, cut sections were treat-
ed with TUF (Target Unmasking Fluid, KREATECH).

QQUUAANNTTIITTAATTIIVVEE  EEVVAALLUUAATTIIOONN  
OOFF  AANNTTIIGGEENNSS  EEXXPPRREESSSSIIOONN

To perform the quantitative evaluation of the examined
antigens expression, the computer image analysis system
was used (analySIS pro 3.1 – Soft Imaging System). The
number of cells expressing immunoassayed antigens was
counted in 5 fields of examined slides, each containing

z tkanek sromu pobranych od 12 pacjentek z liszajem
twardzinowym (grupa 1.) oraz od 14 pacjentek z liszajem
twardzinowym wspó³wystêpuj¹cym z p³askonab³onko-
wym rakiem sromu (grupa 2.).

MMEETTOODDYYKKAA  
BBAADDAAÑÑ  IIMMMMUUNNOOHHIISSTTOOCCHHEEMMIICCZZNNYYCCHH

W preparatach badanych grup oznaczano ekspresjê an-
tygenów CD4, CD8, HLA-DR, Fas (CD95). Wszystkie
oznaczenia immunohistochemiczne przeprowadzano
w oparciu o trójstopniow¹ poœredni¹ reakcjê peroksyda-
zy, u¿ywaj¹c w celu identyfikacji badanych antygenów
swoistych monoklonalnych przeciwcia³ pierwotnych oraz
poliklonalnych przeciwcia³ wtórnych (Novocastra): CD4
(T helpers/inducers), CD8 (T cytotoxic/suppressor), HLA
class II (DR) antigen, Fas (CD95).
Reprezentatywne fragmenty tkanek uzyskiwane by³y po-
przez gilotynowe ciêcie bloczków parafinowych pocho-
dz¹cych z obu badanych grup. Gruboœæ skrawków wy-
nosi³a 4 µm. Tak przygotowane skrawki umieszczano na
silanowanych szkie³kach podstawowych i koagulowano
w cieplarce w temperaturze 37°C przez 24 godziny, ce-
lem unikniêcia odklejania siê preparatów podczas prze-
prowadzania dalszych reakcji immunohistochemicznych.
Nastêpnie skrawki po deparafinizacji w ksylenie przepro-
wadzano przez k¹piele w szeregu alkoholowym w celu
uwodnienia tkanek. Aktywnoœæ endogennej peroksydazy
blokowana by³a poprzez trwaj¹c¹ 5 minut reakcjê z 3%
nadtlenkiem wodoru. Tak przygotowane skrawki podda-
wano inkubacji z przeciwcia³em pierwotnym. Kontrola
negatywna by³a uzyskiwana poprzez inkubacjê skraw-
ków pochodz¹cych z tych samych preparatów ze zbu-
forowanym roztworem IgG2. Kolejny etap stanowi³a
inkubacja skrawków z przeciwcia³em wtórnym, nato-
miast ostatni – inkubacja skrawków przygotowanych
jw. z kompleksem awidyna – biotyna znakowanym per-
oksydaz¹ (Novostain Super ABC Kit, Novocastra).
Kontrolê pozytywn¹ uzyskano, wykonuj¹c oznaczenia
w tkance migda³ka, z kolei ocena ekspresji antygenów
w podœcielisku nab³onka pos³u¿y³a jako pozytywna kon-
trola wewnêtrzna. Po ka¿dym zakoñczonym etapie skraw-
ki trzykrotnie przemywano w 0,05 M buforze TRIS-HCL.
W celu wizualizacji efektów dzia³ania peroksydazy u¿y-
wano DAB (3,3’-chlorowodorek dwuaminobenzydyny)
z dodatkiem 0,8% nadtlenku wodoru. Skrawki by³y do-
datkowo poddawane podbarwieniu hematoksylin¹ Har-
risa. Ca³oœæ procedury przeprowadzano w temperaturze
pokojowej. Do oceny koñcowej preparatów pos³u¿y³ kon-
wencjonalny mikroskop œwietlny (powiêkszenie 100x). Ze
wzglêdu na przeprowadzanie oznaczeñ w preparatach
utrwalanych uprzednio w roztworze formaliny i zatapia-
nych w parafinie, po wykonaniu rutynowej deparafiniza-
cji i zablokowaniu aktywnoœci endogennej peroksydazy,
celem podniesienia czu³oœci metody, skrawki poddawano
dzia³aniu TUF (Target Unmasking Fluid, KREATECH).
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200 epithelial cells from basal and peribasal epithelial
layer and expressed as average percentage of cells pos-
itive for the studied antigen. In patients with carcino-
ma, image analysis was carried out in epithelium with
lichen, adjacent to neoplastic epithelium.

SSTTAATTIISSTTIICCAALL  AANNAALLYYSSIISS

To estimate differences between studied groups, U Mann-
Whitney test was used.

RREESSUULLTTSS

There was observed statistically significant (p<0.05)
increase in CD8 lymphocytes number, and decrease in
cells expressing HLA-DR antigens number in women
with coincident lichen sclerosus and vulvar squamous
cell carcinoma, when compared to the group with lichen
sclerosus alone (figs. 1-4). Cells with positive expression
of CD4 and CD95 were rare in examined epithelial lay-
ers, and their number revealed no significant differences
in compared groups (table 1).

DDIISSCCUUSSSSIIOONN

Lichen sclerosus is the dermatosis of unknown etiology.
Among risk factors of this disease, the following are pos-
tulated: immunological, environmental, genetic, infec-
tious and metabolic. More often concerns women than
men (6:1) and in 83% of cases is located in genital area(16).

IILLOOŒŒCCIIOOWWAA  OOCCEENNAA  
EEKKSSPPRREESSJJII  AANNTTYYGGEENNÓÓWW

W celu przeprowadzenia iloœciowej oceny ekspresji ba-
danych antygenów pos³u¿ono siê cyfrowym systemem
analizy obrazu z oprogramowaniem do analizy obrazu
analySIS pro 3.1 (Soft Imaging System). Liczba komó-
rek wykazuj¹cych ekspresjê antygenów by³a okreœlana
w 5 polach widzenia badanych preparatów, obejmuj¹-
cych po 200 komórek nab³onkowych warstwy podstaw-
nej i przypodstawnej nab³onka, i wyra¿ana jako œredni
odsetek komórek wykazuj¹cych ekspresjê badanego an-
tygenu. U chorych z rakiem akwizycjê obrazu prowadzo-
no w nab³onku z liszajem przylegaj¹cym do zmienione-
go nowotworowego nab³onka.

AANNAALLIIZZAA  SSTTAATTYYSSTTYYCCZZNNAA

Do oceny ró¿nic w badanych grupach, ze wzglêdu na
niewielk¹ liczbê preparatów i trudnoœci w weryfikacji nor-
malnoœci rozk³adu, pos³u¿y³ test U Manna-Whitneya.

WWYYNNIIKKII  

Stwierdzono statystycznie znamienny (p<0,05) wzrost
liczby limfocytów CD8 oraz spadek liczby komórek wy-
kazuj¹cych ekspresjê antygenów HLA-DR w grupie ko-
biet, w której liszaj twardzinowy wspó³istnia³ z rakiem
p³askonab³onkowym sromu, w porównaniu z grup¹ pa-
cjentek, w której obserwowany by³ jedynie liszaj twar-

Table 1. The assessment results of percentage participation of the epithelial cells, demonstrating the examined antigens expres-
sion (on 200 cells of basal and peribasal layer) 

Tabela 1. Wyniki oceny odsetkowego udzia³u komórek nab³onkowych wykazuj¹cych ekspresjê badanych antygenów (na 200 ko-
mórek warstwy podstawnej i przypodstawnej)

������� 1. ��	
�����
 ���������� ������ 
������ �����������
� ������, �����
� ������������
�� ��
���������� ������
��
� ��������� (�� 200 ������ ��������� � �������	������� ����)

Lichen sclerosus (group 1: 12 preparations) Lichen sclerosus/Squamous cell cancer (group 2: 14 preparations)
Lichen sclerosus (grupa 1.: 12 preparatów) Lichen sclerosus/Carcinoma planoepitheliale (grupa 2.: 14 preparatów)

Antigen Medium percentage Standard deviation Antigen Medium percentage Standard deviation 
of cells, demonstrating of cells, demonstrating Statistical significance 

the expression the expression of the difference 
of the examined antigen of the examined antigen in expression (p<0.05)
(on 200 epithelial cells) (on 200 epithelial cells) Istotnoœæ statystyczna

Antygen Œredni odsetek komórek Odchylenie standardowe Antygen Œredni odsetek komórek Odchylenie standardowe ró¿nicy ekspresji 
wykazuj¹cych ekspresjê wykazuj¹cych ekspresjê (p<0,05)

badanego antygenu badanego antygenu 
(na 200 komórek (na 200 komórek 
nab³onkowych) nab³onkowych)

CD4 3.15 0.88 CD4 3.81 0.96 NS 
CD8 42.8 7.82 CD8 135.28 11.32 IS (p=0.00001)
CD95 3.51 0.76 CD95 2.87 1.03 NS 

HLA-DR 47.86 10.64 HLA-DR 14.34 5.95 IS (p=0.00001)

NS – not significant; IS – statistically significant
NS – nieistotne statystycznie; IS – istotne statystycznie
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The characteristic histological features of lichen sclero-
sus are: loss of skin warts, lymphocyte infiltration and
vacuolar degeneration in basal epithelial layer, and devel-
opment of the homogeneous layer of proper skin of dif-
ferent thickness(17). Also autoimmune-based dermatoses,
where autoimmune reactions against intracellular anti-
gens of superficial keratinocytes, or, as the result of
inflammatory process, extracellular antigens, as: sclero-
derma or albinism, are also characterized with these fea-
tures(18). In our analysis, significant differences in anti-
gens expression in the group of patients with lichen
sclerosus and squamous cell cancer, appeared in cases
of CD8 and HLA-DR antigens presence. First of them
is the differentiation complex (cluster of differentiation)
of cytotoxic and suppressing lymphocytes, and its task
is to combine with the main histocompatibility antigens

dzinowy (rys. 1-4). Komórki wykazuj¹ce ekspresjê CD4
i CD95 by³y bardzo sk¹po reprezentowane w ocenianych
warstwach nab³onka, a ich liczba nie wykazywa³a zna-
miennych ró¿nic w porównywanych grupach (tabela 1).

OOMMÓÓWWIIEENNIIEE

Liszaj twardzinowy jest dermatoz¹ o nieznanej etiologii.
Poszukuj¹c czynników j¹ wywo³uj¹cych, wskazywano
na przyczyny autoimmunologiczne, œrodowiskowe, ge-
netyczne, zakaŸne i metaboliczne. Wystêpuje czêœciej
u kobiet ni¿ u mê¿czyzn (6:1) i w 83% umiejscawia siê
w okolicy narz¹dów p³ciowych(16). Charakterystycznymi
cechami histologicznymi liszaja s¹: utrata brodawek
skórnych, nacieki limfocytarne i zwyrodnienie wodnicz-
kowe w warstwie podstawnej nab³onka oraz rozwój jed-

Figs. 1 and 2. The lymphocyte infiltration – CD8 lymphocytes – in lichen sclerosus epithelium (fig. 1), and significant growth if
its count in lichen sclerosus next to the squamous cell vulvar cancer (fig. 2)

Rys. 1 i 2. Naciek limfocytarny – limfocyty CD8 – w nab³onku liszaja twardzinowego (rys. 1) i znaczny wzrost ich liczby w lisza-
ju s¹siaduj¹cym z p³askonab³onkowym rakiem sromu (rys. 2)

���. 1 � 2. �����������
� ���������� ! ��������
 "#8 ! � �������� ������������� ��$�� (���. 1) � 	��-
��������� 
��������� �� ���������� � ��$�� ������%���� �� ��������
 � ���������������
� ��-
��� �
���
 (���. 2)

Figs. 3 and 4. Expression of the HLA-DR antigens in lichen sclerosus epithelium (fig. 4), and decrease of their expression in
lichen sclerosus next to the squamous cell cancer (fig. 3). HLA-DR expression in the stroma was treated as pos-
itive internal control 

Rys. 3 i 4. Ekspresja antygenów HLA-DR w nab³onku liszaja twardzinowego (rys. 4) i spadek ekspresji w liszaju s¹siadu-
j¹cym z rakiem (rys. 3). Ekspresjê HLA-DR w podœcielisku potraktowano jako pozytywn¹ kontrolê wewnêtrzn¹

���. 3 � 4. &��������� ��������� '�*-#� � �������� ������������� ��$�� (���. 4) � 
����$���� ���������� 
� ��$��, �����
� ��������� �� ��������
 � ����� (���. 3). &��������� '�*-#� � ������ (�
�����-
��) ��������������� � �������� ����+��������� ��
�������� ��������
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complex system (HLA) of class I, during the antigen’s
presentation. In normal epithelium, the presence of dif-
fuse, single CD8 lymphocytes is ascertained(19). Most of
studies performed point at the growth of CD8 lympho-
cytes number, getting together in the stroma and the
border of basal epithelial layer, in case of lichen sclero-
sus(4). Their task is probably the answer to so far not
identified antigen, appearing in lichen sclerosus, confir-
mation for what is differentiation and expansion of select-
ed CD3 (precursors of CD4 and CD8 lymphocytes)(20)

lymphocytes clones. Suppression of the immune answer
in these cases may be significant in restriction of degen-
erative epithelial alterations. In lichen sclerosus, coexis-
tent with squamous cell vulvar cancer, the growth of CD8
lymphocytes number was ascertained, what has been ear-
lier demonstrated by Ben-Hur et al.(13) In our study, very
miserly expression of activated helpers lymphocytes T
and B (CD4+, HLA-DR+, CD95+) is noticed. Lichen
sclerosus, coexistent with cancer, was characterized with
significantly smaller number of epithelial cells, demon-
strating the HLA-DR antigens expression. The presenta-
tion of the antigen, connected with the HLA-II molecules,
mainly concerns antigens, with extracellular origin, which
may be phagocyted. The professional cells, presenting
the antigen in HLA-II context, for example: Langerhans
cells, transform the phagocyted antigen. Endocytosed
peptides go to the endosomes, where are connected with
MHC-II molecule. Presented connected with MHC-II,
are recognized for CD4 expressing lymphocytes subpop-
ulation, which play a helpers role through the immune
modulating cytokines secretion. HLA class II molecules
are mainly located on B lymphocytes, macrophages, den-
drite cells, Langerhans cells and at the epithelial cells of
the thymus. However, as the results of activation, or on
the cytokines (for example: IFN-γ, TNF-α, IL-4, IL-13)
influence, may appear on a lot of other cells, as: excited
T lymphocytes, keratinocytes, fibroblasts, and others.
Appearance of HLA-DR molecules (MHC-II) on not
synthesizing in normal conditions cells was ascertained
in many of different dermatoses, for example: lichen
sclerosus, scleroderma, albinism, lichen planus, allergic
contact dermatitis, and erythema nodosum(21).
For expression of main histocompatibility complex
system, class II (HLA-DR), with moderate presence
of B lymphocytes and macrophages, the presence of
HLA-DR antigens on keratinocytes and Langerhans
cells is responsible. The decrease of HLA-DR, express-
ing cells number in lichen sclerosus next to cancer lesion,
may indicate the antigen presentation disorder in case
of neoplastic transformation.
However, this is still not explained, if HLA class II mol-
ecules, located on the surface of not immune system cells,
may take part in antigens presentation, activating T lym-
phocytes, or only call for a status of anergy. Expression
of HLA class II molecules for keratinocytes, under the
cytokines stimulation influence, suggests their role in the

norodnej warstwy skóry w³aœciwej o ró¿nej gruboœci(17).
Cechami takimi charakteryzuj¹ siê tak¿e dermatozy
o pod³o¿u autoimmunologicznym, np. twardzina lub
bielactwo, w których dochodzi do reakcji autoimmu-
nologicznej przeciw prezentowanym na powierzchni
keratynocytów antygenom wewn¹trzkomórkowym lub
zmienionym na skutek reakcji zapalnej antygenom ze-
wn¹trzkomórkowym(18). W naszej analizie istotne ró¿-
nice w ekspresji antygenów w grupie pacjentek z lisza-
jem i rakiem wyst¹pi³y w przypadku antygenów CD8
i HLA-DR. Pierwszy z nich to kompleks ró¿nicowania
(cluster of differentiation) limfocytów cytotoksycznych
i supresorowych, a jego zadaniem jest po³¹czenie siê
z fragmentem kompleksu antygenów g³ównego uk³adu
zgodnoœci tkankowej (HLA) klasy I w trakcie prezento-
wania antygenu. W prawid³owym nab³onku stwierdza
siê obecnoœæ rozproszonych, pojedynczych limfocytów
CD8(19). Wiêkszoœæ przeprowadzonych badañ wskazuje
na wzrost liczby limfocytów CD8 w przypadku rozwo-
ju liszaja, które gromadz¹ siê wówczas w podœcielisku
i na granicy warstwy podstawnej nab³onka(4). Ich zada-
niem jest prawdopodobnie odpowiedŸ na, niezidenty-
fikowany jak dot¹d, antygen pojawiaj¹cy siê w liszaju
twardzinowym, czego potwierdzeniem s¹ ró¿nicowanie
i ekspansja wyselekcjonowanych klonów limfocytów
CD3 (prekursorów limfocytów CD4 i CD8)(20). Supre-
sja odpowiedzi immunologicznej w tych stanach mo¿e
mieæ znaczenie w ograniczeniu zmian degeneracyjnych
nab³onka. W liszaju twardzinowym wspó³wystêpuj¹-
cym z rakiem sromu stwierdziliœmy zwiêkszenie liczby
limfocytów CD8, co wykazali wczeœniej tak¿e Ben-Hur
i wsp.(13) W naszym badaniu zwraca uwagê bardzo sk¹pa
ekspresja aktywowanych limfocytów pomocniczych T i B
(CD4+, HLA-DR+, CD95+). Liszaj wystêpuj¹cy w s¹-
siedztwie raka charakteryzowa³ siê znacz¹co mniejsz¹
liczb¹ komórek nab³onkowych wykazuj¹cych ekspresjê
antygenów HLA-DR. Prezentacja antygenu w po³¹cze-
niu z cz¹steczkami HLA-II dotyczy g³ównie tych anty-
genów, które maj¹ pierwotnie pochodzenie pozako-
mórkowe i ulegaj¹ fagocytozie. Profesjonalne komórki
prezentuj¹ce antygen w kontekœcie HLA-II, np. komórki
Langerhansa, przetwarzaj¹ sfagocytowany antygen. Pep-
tydy, które uleg³y endocytozie, trafiaj¹ do endosomów,
gdzie dochodzi do ich po³¹czenia z cz¹steczk¹ MHC-II.
Prezentowane w po³¹czeniu z MHC-II s¹ rozpozna-
wane przez subpopulacjê limfocytów wykazuj¹cych eks-
presjê CD4, które spe³niaj¹ funkcje pomocnicze poprzez
wydzielanie immunomoduluj¹cych cytokin. Cz¹steczki
HLA klasy II wystêpuj¹ g³ównie na limfocytach B, ma-
krofagach, komórkach dendrytycznych, komórkach Lan-
gerhansa i komórkach nab³onka grasicy. Niemniej jednak
w wyniku aktywacji lub pod wp³ywem dzia³ania cytokin
(np. IFN-γ, TNF-α, IL-4, IL-13) mog¹ pojawiæ siê na
wielu innych komórkach, np. pobudzonych limfocy-
tach T, keratynocytach, fibroblastach i innych. Poja-
wienie siê cz¹steczek HLA-DR (MHC-II) na komór-
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antigen presentation. It is a well-known fact that ke-
ratinocytes may be functioning as the antigen presenting
cells, eliciting the lymphocytes Th activation(22). It is also
well-known fact, that the antigen presentation for ke-
ratinocytes may evoke the lymphocytes T, towards to the
presented antigens tolerance(23,24). It has been proved, that
the presented antigen is not a signal, which, acting alone,
may activate lymphocytes T. The critical meaning for acti-
vation intensity and kind of activated lymphocytes T have
the superficial B7.1 (CD80) and B7.2 (CD86) molecules,
located on the antigen presenting cells, and cytokines
produced for keratinocytes and Langerhans cells. So,
the tolerance may be the result of the CD28 lympho-
cyte receptors for B7 molecules(25) costimulation lack.
However, keratinocytes demonstrate expression of BB1
molecules, whose costimulative activity may be modu-
lated(26). This kind of influence may probably call the
cytokines (for example IFN-γ)(27).
In our study, in contrast to Ben-Hur et al.(13), we did not
ascertain any significant difference in antigen CD95
expression between the compared groups of prepara-
tions. The reason for this is the most probably fact, that
the lymphocytes B, demonstrating the CD95 antigen
expression, accumulate mainly in the deeper epithe-
lial layers, but in epithelium, which was examined, their
appearance is occasional.
The presence of Fas molecules in the target cell mem-
brane makes possible its lysis through the effector cells
(among others: CD8 lymphocytes, CD4 lymphocytes,
NK cells) after binding with ligand for Fas (FasL) pres-
ent on the effector cell membrane(28). In the proper con-
ditions, Apo-1/Fas molecules constitute important mech-
anism for autoimmune answer regulation, not allowing,
among others, for autoreactive lymphocytes T develop-
ment. However, thanks to the ligand for Fas appearing
on the surface of neoplastic cells, they gain the ability for
the attacking T lymphocytes apoptosis, in which cellular
membrane APO-1/Fas protein is present. The studies
about the cervical cancer development demonstrated,
that directed against antigens of the tumor cytotoxic lym-
phocytes T disappear before the total tumor elimina-
tion(29). This fact suggests that the change of the cellu-
lar phenotype makes possible escape of the tumor from
the immune organism’s response. We did not observe
CD95 antigens expression on the keratinocytes, also we
did not confirm them on the adjacent cells of the tumor.
It does not seem then, that this mechanism of the tumor
cells development facility plays a role in the cancer devel-
opment, based on the lichen sclerosus.
For hypothesis about the antigen presentation disorder
calls ascertained in this study reduction of HLA-DR
molecules in neoplastic epithelium expression. So far,
the antigen, responsible for the lichen sclerosus devel-
opment, the autoimmune response modification and
promoting the growth of cancer, is not known. It has
been suggested, that it might be the human papillo-

kach niesyntetyzuj¹cych ich w normalnych warunkach
stwierdzono w wielu ró¿nych dermatozach, m.in. tocz-
niu rumieniowatym, twardzinie, bielactwie, liszaju p³a-
skim, alergicznym kontaktowym zapaleniu skóry, ru-
mieniu guzowatym(21).
Za ekspresjê antygenów g³ównego uk³adu zgodnoœci
tkankowej klasy II (HLA-DR) przy sk¹pej obecnoœci
limfocytów B i makrofagów odpowiedzialna jest wiêc
raczej obecnoœæ antygenów HLA-DR na keratynocy-
tach i komórkach Langerhansa. Spadek liczby komórek
wykazuj¹cych ekspresjê HLA-DR w liszaju twardzi-
nowym w s¹siedztwie raka mo¿e wskazywaæ na za-
burzenia prezentacji antygenu w przypadku transfor-
macji nowotworowej.
Nie jest jednak ostatecznie wyjaœnione, czy cz¹steczki
HLA klasy II na powierzchni komórek nienale¿¹cych do
uk³adu odpornoœciowego mog¹ braæ udzia³ w prezen-
tacji antygenu prowadz¹cej do aktywacji limfocytów T,
czy tylko wywo³uj¹ stan anergii. Ekspresja cz¹steczek
HLA klasy II przez keratynocyty pod wp³ywem stymu-
lacji cytokinami sugeruje ich rolê w prezentacji antyge-
nu. Wiadomo, ¿e keratynocyty mog¹ funkcjonowaæ jako
komórki prezentuj¹ce antygen, wywo³uj¹c aktywacjê lim-
focytów Th(22). Wiadomo te¿, ¿e prezentacja antygenu
przez keratynocyty mo¿e wywo³ywaæ tak¿e tolerancjê
limfocytów T wobec prezentowanych antygenów(23,24).
Udowodniono, ¿e prezentowany antygen nie jest sy-
gna³em, który dzia³aj¹c samodzielnie, mo¿e aktywowaæ
limfocyty T. Znaczenie krytyczne dla intensywnoœci
aktywacji i rodzaju aktywowanych limfocytów T maj¹
cz¹steczki powierzchniowe B7.1 (CD80) i B7.2 (CD86)
wystêpuj¹ce na komórkach prezentuj¹cych antygen oraz
cytokiny wytwarzane przez keratynocyty i komórki Lan-
gerhansa. Tolerancja mo¿e zatem stanowiæ efekt bra-
ku kostymulacji receptorów CD28 limfocytu przez cz¹-
steczki B7(25). Keratynocyty wykazuj¹ jednak ekspresjê
moleku³ BB1, której aktywnoœæ kostymuluj¹ca mo¿e
byæ indukowana(26). Wp³yw taki mog¹ prawdopodobnie
wykazywaæ cytokiny (np. IFN-γ)(27).
W naszym badaniu, w przeciwieñstwie do Ben-Hura
i wsp.(13), nie stwierdziliœmy znacz¹cej ró¿nicy w ekspre-
sji antygenu CD95 w porównywanych grupach prepa-
ratów. Przyczyn¹ tego jest najprawdopodobniej fakt, ¿e
limfocyty B wykazuj¹ce ekspresjê antygenu CD95 gro-
madz¹ siê g³ównie w g³êbszych warstwach podœcieli-
ska, natomiast w samym nab³onku, na którym siê sku-
piliœmy, wystêpuj¹ sporadycznie.
Obecnoœæ cz¹steczek Fas w b³onie komórki docelowej
umo¿liwia jej lizê przez komórki efektorowe (m.in. lim-
focyty CD8, limfocyty CD4, komórki NK) po po³¹czeniu
siê z ligandem dla Fas (FasL) obecnym na b³onie ko-
mórki efektorowej(28). W warunkach prawid³owych cz¹-
steczki Apo-1/Fas stanowi¹ wa¿ny mechanizm regula-
cji odpowiedzi autoimmunologicznej, nie dopuszczaj¹c
m.in. do rozwoju autoreaktywnych limfocytów T. Jednak
dziêki pojawieniu siê liganda dla Fas na swojej powierzch-
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mavirus – HPV. But most of authors did not ascertain
the presence of DNA HPV in cases of cancer devel-
oping on the base of lichen sclerosus, in contrast to
cancer growing on the base of VIN, where such infec-
tion is quite frequent(14,30-33).

CCOONNCCLLUUSSIIOONNSS

Increase in number of cytotoxic lymphocytes and decrease
in expression of HLA-DR particles, which are normally
related to presentation of extrinsic antigens to T lympho-
cytes, might point to a role of immune factor in evolution
of lichen sclerosus, and disorder of cellular immune
response in squamous cell vulvar cancer development,
on the base of lichen sclerosus, facilitation. It seems,
that the explanation of lichen sclerosus etiopathogene-
sis would bring the definition of hypothetic antigen,
connected with its growth. Further investigations, con-
cerning the pathogenesis of vulvar squamous cell carci-
noma on the base of lichen sclerosus, not connected
with VIN, are required.
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ni komórki nowotworowe nabywaj¹ zdolnoœæ induko-
wania apoptozy atakuj¹cych je limfocytów T, w których
b³onie komórkowej obecne jest bia³ko APO-1/Fas. Bada-
nia nad rozwojem raka szyjki macicy wykaza³y, ¿e skie-
rowane przeciwko antygenom nowotworu cytotoksyczne
limfocyty T zanikaj¹ przed ca³kowit¹ eliminacj¹ guza(29).
Sugeruje to, ¿e zmiana fenotypu komórek umo¿liwia
ucieczkê nowotworu przed odpowiedzi¹ immunologicz-
n¹ ustroju. Nie zaobserwowaliœmy ekspresji antygenów
CD95 na keratynocytach, nie stwierdzaliœmy ich te¿ na
s¹siaduj¹cych komórkach raka. Nie wydaje siê wiêc, by
ten mechanizm u³atwienia rozwoju nowotworu odgrywa³
rolê w rozwoju raka na pod³o¿u liszaja twardzinowego.
Za przyjêciem hipotezy o zaburzeniu prezentacji anty-
genu przemawia stwierdzony przez nas spadek ekspre-
sji cz¹steczek HLA-DR w nab³onku nowotworowym.
Jak dot¹d nie jest znany antygen, który mia³by odpo-
wiadaæ za rozwój liszaja twardzinowego, modyfikowaæ
odpowiedŸ immunologiczn¹ w tych przypadkach i pro-
mowaæ rozwój nowotworu. Sugerowano, ¿e mo¿e nim
byæ wirus brodawczaka ludzkiego (human papillomavirus,
HPV), niemniej jednak wiêkszoœæ badaczy nie stwier-
dzi³a obecnoœci DNA HPV w przypadkach raka rozwi-
jaj¹cego siê na pod³o¿u liszaja twardzinowego (w prze-
ciwieñstwie do rozwoju raka na pod³o¿u VIN, gdzie takie
zaka¿enie jest dosyæ czêste)(14,30-33).
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Wzrost liczby limfocytów cytotoksycznych oraz spadek
liczby komórek wykazuj¹cych ekspresjê HLA-DR i zwi¹-
zanych z prezentacj¹ antygenu limfocytom T mo¿e œwiad-
czyæ o roli czynnika immunologicznego w historii rozwo-
ju liszaja twardzinowego i zaburzeniach komórkowej
odpowiedzi immunologicznej w u³atwianiu rozwoju raka
p³askonab³onkowego sromu na pod³o¿u liszaja. Wydaje
siê, ¿e dla wyjaœnienia etiopatogenezy liszaja twardzino-
wego istotne by³oby okreœlenie hipotetycznego antygenu
zwi¹zanego z jego rozwojem. Potrzebne s¹ dalsze bada-
nia nad mechanizmem rozwoju raka p³askonab³onko-
wego sromu na pod³o¿u liszaja i niezwi¹zanego z VIN.
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