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and selected markers of activation of the immune system
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Summary

Introduction: 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). Aim of paper: 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. Material and methods: 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. Results: 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. Conclusion: 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.
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Streszczenie |

Wstep: Czynniki, ktore powodujg transformacje nowotworowa w liszaju twardzinowym sromu, nie zostaly
poznane do korica. Istniejag dowody, Ze transformacja nowotworowa keratynocytow w liszaju twardzinowym
jest ograniczona wytgcznie do warstwy podstawnej i przypodstawnej nabtonka, skad nastepuje inwazja pod-
Scieliska. Pozostaje to w sprzecznosci z klasyczng teorig rozwoju raka sromu na podiozu VIN, wedlug ktorej
rak rozwija si¢ poprzez stopniowe zastepowanie wszystkich warstw nablonka przez atypowe keratynocyty.
Uwaza sig, ze liszaj twardzinowy moze by¢ wynikiem przewleklej stymulacji antygenowej (np. zakazenie wiru-
sowe), 0 czym mogg SwiadczyC obserwowane zmiany ekspresji antygenow zwigzanych z aktywacja uktadu
immunologicznego (migdzy innymi CD3, CD8, CD57, HLA-DR). Cel pracy: Ocena zwigzku pomigdzy zmia-
nami ekspresji wybranych markeréw aktywacji uktadu immunologicznego w liszaju twardzinowym sromu
(CD4, CD8, HLA-DR, Apo-1/Fas) a obecnoscig ptaskonablonkowego raka sromu. Materiat i metody: Eks-
presje antygenow CD4, CDS8, HLA-DR, CD95 (Apo-1/Fas) pordwnano, zestawiajac preparaty ze skory sromu
pobrane od 12 pacjentek z liszajem twardzinowym (grupa 1.) z preparatami pobranymi od 14 pacjentek z lisza-
jem twardzinowym wspotwystepujacym z ptaskonablonkowym rakiem sromu (grupa 2.). Ekspresj¢ wybra-
nych antygendw poréwnano metodg ilosciowg przy uzyciu cyfrowego analizatora obrazu. Liczbe komorek
wykazujacych ekspresj¢ badanych antygendw okreSlano w warstwie podstawnej i przypodstawnej nabtonka.
Do oceny réznic w badanych grupach zastosowano test U Manna-Whitneya. Wyniki: Stwierdzono statystycz-
nie znamienny (p<0,05) wzrost liczby limfocytow CD8 oraz spadek liczby komorek wykazujacych ekspresje
antygenOw HLA-DR w grupie kobiet z liszajem twardzinowym wspotwystepujacym z rakiem ptaskonabton-
kowym sromu. Komorki wykazujace ekspresje CD4 i CD95 byly bardzo skapo reprezentowane w ocenianych
warstwach nabfonka, a ich liczba nie wykazywata znamiennych r6znic w pordwnywanych grupach. Wnioski:
Wzrost liczby limfocytow cytotoksycznych oraz spadek liczby komorek wykazujacych ekspresje HLA-DR
izwiazanych z prezentacja antygenu limfocytom T moze Swiadczy€ o roli czynnika immunologicznego w hi-
storii rozwoju raka sromu na podfozu liszaja twardzinowego.

Stowa kluczowe: liszaj twardzinowy, rak sromu, immunohistochemia, limfocyty, HLA-DR, CD95

Conepkanne |

Beeperue: PaxTophI BBI3BIBAIOLNE TPAHC(HOPMALIIO HOBOOOPA3OBAHMII B CKIICPOSEMHOM JIMIIIAC BYJIbBbI
JIO CUIX IIOp [0 KOHIJA HE BIICHEHDL CyIeCTBYIO OKA3aTEIbCTBA, UTO TPAHC(HOPMALIST HOBOOOPA30BAHMIL
KEPATUHOLMTOB B KJIEPOJEMHOM JIMIIIAE OIPAHNYMBACTCS TOJIBKO OCHOBHBIM 1 OK0JIO043aJIbHBIM CJIOEM
SIINTEJIES Y OTTYAA IIPOMCXOSUT BTOPZKEHIE B OCTOB. DTO IIPOTUBOPEUNT KIJIACCUIECCKON TECOPUI PA3BUTHUS
paka BysibBbI Ha 0cHOBe BJIH, corviacHO KOTOPOII paK pa3BMBAETCS IIOCPEACTBOM IIOCTOSHHOT'O 3aMELCHIUS
BCEX CJIOEB DIINTEJIES HETUITMYHBIMU KepaTuHOLUTaMu. CImMTaeTcs, 9TO CKIIEPOAECMHBII JIIIIAN MOKET OBITh
CJICACTBIUEM IIPOLOJIZKITEIIHHOTO aHTUTCHHOTO CTVMY/INPOBaHISI (HAIIPYMMED BUPYCHOTO 3aPAsKCHILT), O YEM
MOTY'T CBU/ICTEIILCTBOBATD HAGIIIONAEMBIE M3MEHEHIS DKCIIPECCUN AHTUTCHOB CBS3AHHBIX C AKTUBALIVECI
MMMYHOJIOTMYECKOT cuctembl (B wactaoctu KI13, K118, KI157, XJIA-JIP). Llens paborsr: OnecHka cBA3u
ME3K/Ty M3MCHEHVSIMU DKCIIPECCU U3OPAHHBIX MAPKEPOB AKTUBAIUN UIMMYHOJIOTMTIECKON CUCTEMBI IIPU
ckaepospemuoM sminae Bysassel (K4, KII8, XJIA-ITP, Ano-1/®ac) u HammumneM 1I0CKOSIUTEIICTHOTO
paka BysibBbL. Marepuai n Mmeromsr: Dkcnpeccus antureHos K4, K118, XJIA-IIP, K195 (Ano-1/®ac)
CPaBHUMBAJIACH B IIPEIIAPATaX U3 KOKI BYJIbBBI B3ATOM Y 12 MAIIMEHTOK CTPAJAIOIINX CKIIEPOJEMHBIM JIN-
maeM (rpymna 1) ¢ npenaparaMm B3sThIMI § 14 MAIIEHTOK, Y KOTOPBIX ITOSIBUJICS CKIIEPO/IEMHBIN JIVIIATL
VI IUIOCKOBIINTEIICTIHBIN PAK BYJIbBBI (rpymnmna 2). DRcrpeccus N30 paHHbIX aHTUICHOB CPABHUBAJIACH [IPU
[IOMOII KOJIMIECTBEHHOTO METO/A IIPY UCIIOIB30BaHUN 1P POBOTO aHAM3aTopa usobpazkenmst. Kosae-
CTBO KJICTOK IIPOSIBJIIOLINX DKCIIPECCHIO VICCIIEAYEMBIX AHTUICHOB OIIPEAEIIUIOCh B OCHOBHOM ¥ OKOJIO0a-
3aJIBHOM CJIO€ dIrTesiest. [l OLEHKY PasHMUIBL B MICCIICAYEMBIX IPYIIIAX MCIIOJIB30BAICS TecT Y MaHHa-
Vurran. Pesymerars: Koncratnposano crarnctiaecku sHamenaressnoe yseandenne (1<0,05) xommuecrsa
smmMboruros KJI8 n yMmeHbIIeHNE KOINYECTBA KJIETOK, KOTOPHIE IIPOSIBIISIIN DKCIPECCUIO aHTUTECHOB
XJIA-[IP B rpymiie KEHIYH C HAOIIOSAEMbIM OJHOBPEMEHHO CKJICPOEMHBIM JIMIIACM U IIOCKODIIITE-
JIETTHBIM pakoM BysbBbL. Kiterku mpossistiormue arcpeccio K114 u K195 6bumi 04eHb CKYSHO [IPELCTa-
BJICHBI B OLICHVBACMBIX CJIOSIX SIIMTEJICS, 4 VIX KOJIMIECTBO HE ITOKA3BIBATIO 3HAMCHATCIILHON PASHILIBL B CPAB-
HUBAEMBIX I'PyIIIaX. BEIBOZBL: VBemMueHNE KOIMYECTBA [INTOTOKCUYECKIX JIMMMOINTOB 11 YMEHBIIICHUE
KOJIMYECTBA KJIETOK IIPOSIBIIIONINX dKcIrpeccnio XJIA-JTP u CBSI3aHHBIX C IPEJCTABICHIEM aHTUTCHA JIMM-
dorprram T MOKET CBUETEIBCTBOBATD O POJIM MMMYHOJIOTMYECKOIO (PAKTOPA B MICTOPUIL Pa3BUTISL PaKa
BYJIBBBI Ha OCHOBE CKJICPOJEMHOIO JINIIIAL

KimroueBbie citoBa: jimiiian CKJIepO/IEMHBIN, PAK BYJIbBBI, MMMyHOTrIcToxumust, simmdormrst, XJIA-ITP, KI195
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INTRODUCTION

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”. 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®. 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®*?, CD1a+ (Langer-
hans cells)®, p53 protein®” expression, and the decrease
of CD44 antigens® expression was ascertained. The data
about the lymphocyte infiltration are not unambiguous.
The growth of number of CD4 and CD8%” lympho-
cytes, and also decrease” was noted. Elevation of p53"",
Ki-67, lymphocytes CD4+, CD8+, and Fas+"*" 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"*". 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?.
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.

MATERIAL
AND METHODS

l ichen sclerosus (LS) is common inflammatory

BIOLOGICAL MATERIAL

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-

162 | movus cell vulvar cancer (group 2).

WSTEP

kiem sromu jest towarzyszacy liszaj twardzinowy

(lichen sclerosus, LS). Jakkolwiek liszaj twardzi-
nowy nie jest uznawany za stan przednowotworowy, to
jednak w 1-4% przypadkow na jego podiozu rozwija si¢
rak. Dane retrospektywne pokazuja, ze az u 40% cho-
rych z ptaskonabtonkowym rakiem sromu wystepowat
w przesziosci liszaj twardzinowy”. W badaniu Vilmera,
ktory analizowat 67 przypadkow nabfonkowego raka sro-
mu, az w 76% w sasiedztwie nabtonka neoplastycznego
wystepowat liszaj twardzinowy?. Nie sq znane przyczyny
i mechanizm transformacji liszaja w raka. Prowadzi si¢
intensywne badania nad zmianami ekspresji antygenow
w liszaju twardzinowym zwigzanych z odpowiedzig im-
munologiczng i réznicowaniem komorek w nadziei, ze
pomoze to wyjasni jego patogeneze i mechanizmy
transformacji. W liszaju twardzinowym, w pordwna-
niu ze skorg normalng, stwierdzono miedzy innymi
wzrost ekspresji antygendw HLA-DR®® CDla+ (ko-
morek Langerhansa)®, biatka p53” oraz spadek eks-
presji antygenow CD44®. Dane dotyczace obecnosci
nacieku limfocytarnego nie sg jednoznaczne. Stwierdza-
no zarowno wzrost®”, jak i spadek liczby limfocytow
CD4 oraz CD8". Poczatkowi transformacji nowotwo-
rowej na podtozu liszaja twardzinowego towarzyszyl
wzrost ekspresji biatka p53“", antygenu Ki-67 oraz lim-
focytow CD4+, CD8+ i Fas+"*". Istnieja dowody, ze
transformacja nowotworowa keratynocytow w liszaju
twardzinowym ograniczona jest tylko do warstwy pod-
stawnej i przypodstawnej nabfonka, skad nast¢puje in-
wazja podScieliska"*". Pozostaje to w sprzecznosci
z klasyczna teorig rozwoju raka sromu na podiozu VIN,
wedtug ktorej rak rozwija si¢ poprzez stopniowe zaste-
powanie wszystkich warstw nabtonka przez atypowe ke-
ratynocyty. W tym aspekcie znaczenia nabierajg obserwa-
cja glebszych warstw nabtonka w liszaju twardzinowym
1 zrozumienie przebiegajacych tam procesOw immuno-
logicznych. Uwaza si¢, ze mogg one tworzy¢ Srodowi-
sko sprzyjajace rozwojowi raka?.
Postugujac si¢ metoda immunohistochemiczng, podie-
liSmy probe okreSlenia zwigzku pomi¢dzy zmianami
ekspresji wybranych markerow aktywacji uktadu im-
munologicznego w glebszych warstwach nabfonka lisza-
ja twardzinowego sromu (CD4, CD8, HLA-DR, Apo-1/
Fas) a obecnoscig ptaskonabfonkowego raka sromu.

MATERIAL. I METODY

S tosunkowo czestym zjawiskiem u pacjentek z ra-

MATERIAE BIOLOGICZNY

Materiat badawczy stanowity rutynowe preparaty hi-
stopatologiczne z archiwum Zakladu Patologii Nowo-
tworow Swietokrzyskiego Centrum Onkologii wykonane
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METHODS
OF IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDIES

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 I (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 um.
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).

QUANTITATIVE EVALUATION
OF ANTIGENS EXPRESSION

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

GIN ONKOL, 2005, 3 (3), p. 160-169

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

~ METODYKA
BADAN IMMUNOHISTOCHEMICZNYCH

W preparatach badanych grup oznaczano ekspresj¢ an-
tygendw CD4, CD8, HLA-DR, Fas (CD95). Wszystkie
oznaczenia immunohistochemiczne przeprowadzano
W oparciu o trojstopniowq posrednig reakcje peroksyda-
zy, uzywajac w celu identyfikacji badanych antygenow
swoistych monoklonalnych przeciwcial pierwotnych oraz
poliklonalnych przeciwciat wtdrnych (Novocastra): CD4
(T helpers/inducers), CD8 (T cytotoxic/suppressor), HLA
class I (DR) antigen, Fas (CD95).

Reprezentatywne fragmenty tkanek uzyskiwane byty po-
przez gilotynowe ci¢cie bloczkdw parafinowych pocho-
dzacych z obu badanych grup. Grubos¢ skrawkow wy-
nosita 4 um. Tak przygotowane skrawki umieszczano na
silanowanych szkietkach podstawowych i koagulowano
w cieplarce w temperaturze 37°C przez 24 godziny, ce-
lem unikni¢cia odklejania si¢ preparatow podczas prze-
prowadzania dalszych reakcji immunohistochemicznych.
Nastepnie skrawki po deparafinizacji w ksylenie przepro-
wadzano przez kapiele w szeregu alkoholowym w celu
uwodnienia tkanek. AktywnoS$¢ endogennej peroksydazy
blokowana byta poprzez trwajaca 5 minut reakcje z 3%
nadtlenkiem wodoru. Tak przygotowane skrawki podda-
wano inkubacji z przeciwcialem pierwotnym. Kontrola
negatywna byta uzyskiwana poprzez inkubacje skraw-
kow pochodzacych z tych samych preparatow ze zbu-
forowanym roztworem IgG2. Kolejny etap stanowita
inkubacja skrawkOw z przeciwciatem wtdrnym, nato-
miast ostatni — inkubacja skrawkow przygotowanych
jw. z kompleksem awidyna — biotyna znakowanym per-
oksydaza (Novostain Super ABC Kit, Novocastra).
Kontrol¢ pozytywng uzyskano, wykonujgc oznaczenia
w tkance migdatka, z kolei ocena ekspresji antygenow
w podscielisku nabfonka postuzyta jako pozytywna kon-
trola wewngtrzna. Po kazdym zakoficzonym etapie skraw-
ki trzykrotnie przemywano w 0,05 M buforze TRIS-HCL.
W celu wizualizacji efektow dziatania peroksydazy uzy-
wano DAB (3,3’-chlorowodorek dwuaminobenzydyny)
z dodatkiem 0,8% nadtlenku wodoru. Skrawki byly do-
datkowo poddawane podbarwieniu hematoksyling Har-
risa. Calo$¢ procedury przeprowadzano w temperaturze
pokojowej. Do oceny koncowej preparatow postuzyt kon-
wencjonalny mikroskop Swietlny (powickszenie 100x). Ze
wzgledu na przeprowadzanie oznaczen w preparatach
utrwalanych uprzednio w roztworze formaliny i zatapia-
nych w parafinie, po wykonaniu rutynowej deparafiniza-
cji i zablokowaniu aktywnosci endogennej peroksydazy,
celem podniesienia czutoSci metody, skrawki poddawano
dziataniu 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.

STATISTICAL ANALYSIS

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

RESULTS

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).

DISCUSSION

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"®.

ILOSCIOWA OCENA
EKSPRESJI ANTYGENOW

W celu przeprowadzenia iloSciowej oceny ekspresji ba-
danych antygenow postuzono si¢ cyfrowym systemem
analizy obrazu z oprogramowaniem do analizy obrazu
analySIS pro 3.1 (Soft Imaging System). Liczba komo-
rek wykazujacych ekspresje antygenow byla okreSlana
w 5 polach widzenia badanych preparatow, obejmuja-
cych po 200 komorek nabtonkowych warstwy podstaw-
nej i przypodstawnej nabtonka, 1 wyrazana jako Sredni
odsetek komorek wykazujacych ekspresje badanego an-
tygenu. U chorych z rakiem akwizycj¢ obrazu prowadzo-
no w nabtonku z liszajem przylegajacym do zmienione-
go nowotworowego nabfonka.

ANALIZA STATYSTYCZNA

Do oceny roznic w badanych grupach, ze wzgledu na
niewielkg liczbe preparatdw i trudnosci w weryfikacji nor-
malnosci rozktadu, postuzyt test U Manna-Whitneya.

WYNIKI

Stwierdzono statystycznie znamienny (p<0,05) wzrost
liczby limfocytow CD8 oraz spadek liczby komorek wy-
kazujacych ekspresje antygenow HLA-DR w grupie ko-
biet, w ktorej liszaj twardzinowy wspdtistniat z rakiem
plaskonabtonkowym sromu, w porGwnaniu z grupg pa-
cjentek, w ktorej obserwowany byt jedynie liszaj twar-

Lichen sclerosus (group 1: 12 preparations) Lichen sclerosus/Squamous cell cancer (group 2: 14 preparations)
Lichen sclerosus (grupa 1.: 12 preparatéw) Lichen sclerosus/Carcinoma planoepitheliale (grupa 2.: 14 preparatéw)
Antigen Medium percenfage |  Standard deviation Antigen Medium percenfage |  Standard deviation
of cells, demonstrating of cells, demonstrating Statistical significance
the expression the expression of the difference
of the examined anfigen of the examined anfigen in expression (p<0.05)
(on 200 epithelial cells) (on 200 epithelial cells) Istotnos¢ statystyczna
Antygen Sredni odsetek komdrek | Odchylenie standardowe Antygen Sredni odsetek komdrek| Occhylenie standardowe | réznicy ekspresi
wykazujgeych ekspresie wykazujgeych ekspresie (p<0,05)
badanego antygenu badanego antygenu
(na 200 komérek (na 200 komérek
nabfonkowych) nabfonkowych)
(D4 315 0.88 (D4 3.81 0.96 NS
(D8 428 7.82 (D8 135.28 11.32 IS (p=0.00001)
(D95 3.51 0.76 (D95 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

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 udziatu komdrek nablonkowych wykazujqcych ekspresje badanych antygenow (na 200 ko-

marek warstwy podstawnej i przypodstawnej)

Ta@mua 1. P €3y/1bmarnivl npOL[EHMHOfl OYECHKU yuacmus SnuUmesiud/ibHolx K/1enok, Konmopuie ceuaeme/zbcmey;om 06
IKcnpeccuu uccneayeMbe AHMu2eHos8 ( na 200 K1emok 0CHOBHO20 U OK0100A34/1bHO20 C/lOﬂ)
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Figs. 1 and 2. The lympho‘cyte in}iltration — CDS8 lymphocytes

e

lichen sclerosus

> - - =

epitheliun% (ﬁg 1), and signiﬁcang growth if

its count in lichen sclerosus next to the squamous cell vulvar cancer (fig. 2)
Rys. 1i 2. Naciek limfocytarny — limfocyty CD8 —w nablonku liszaja twardzinowego (rys. 1) i znaczny wzrost ich liczby w lisza-
Ju sqsiadujgcym z plaskonablonkowym rakiem sromu (rys. 2)
Puc. 1 u 2. Jlumpoyumapmwiii ungpuasvmpam — aumgpoyumot KJI18 — 6 snumenee ckaepodemro2o auwas (puc. 1) u 3ua-
yumesIbHoe Yy8eUUCHUE UX KOAUUECMBA 8 AUUAE HAXOOAUUMCA RO COCEOCMEY ¢ NAOCKOINUMEETIHbIM Da-

KoM 8y/168bL (puc. 2)

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"”. 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"?. 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). Komorki wykazujace ekspresje CD4
1 CD95 byly bardzo skapo reprezentowane w ocenianych
warstwach nabtonka, a ich liczba nie wykazywata zna-
miennych roznic w porownywanych grupach (tabela 1).

OMOWIENIE

Liszaj twardzinowy jest dermatozg o nieznanej etiologii.
Poszukujac czynnikow ja wywotujacych, wskazywano
na przyczyny autoimmunologiczne, Srodowiskowe, ge-
netyczne, zakazne i metaboliczne. Wystepuje cz¢sciej
u kobiet niz u me¢zezyzn (6:1) i w 83% umiejscawia si¢
w okolicy narzaddw piciowych"®. Charakterystycznymi
cechami histologicznymi liszaja sg: utrata brodawek
skornych, nacieki limfocytarne i zwyrodnienie wodnicz-
kowe w warstwie podstawnej nabtonka oraz rozwoj jed-

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 4. Ekspresja antygenow HLA-DR w nablonku liszaja twardzinowego (rys. 4) i spadek ekspresji w liszaju sqsiadu-
Jacym z rakiem (rys. 3). Ekspresje HLA-DR w podscielisku potraktowano jako pozytywng kontrole wewnetrzng
Puc. 3 u 4. Sxenpeccua anmueernos XJIA-JIP 6 snumenee cknepodemroco auwias (puc. 4) u ymeHvuieHue IKCnpeccuu
8 uuLae, KOMopblil HAXOOUMcsA no cocedcmsy ¢ pakom (puc. 3). Ixcnpeccusa XJIA-/IP 6 ocmose (cybcmpa-

me) paccmMampuganacs 8 Kauecmae noA0NCUMebHO20 8HYMPEHHe20 KOHMPO/IA
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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"”. 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™. Their task is probably the answer to so far not
identified antigen, appearing in lichen sclerosus, confir-
mation for what s differentiation and expansion of select-
ed CD3 (precursors of CD4 and CD8 lymphocytes)®”
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 CD§
lymphocytes number was ascertained, what has been ear-
lier demonstrated by Ben-Hur et al.™” 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-IT 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 IT 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-y, TNF-q, 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®".

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

166 cytokines stimulation influence, suggests their role in the

norodnej warstwy skory wasciwej o roznej grubosci'”.
Cechami takimi charakteryzuja si¢ takze dermatozy
o0 podiozu autoimmunologicznym, np. twardzina lub
bielactwo, w ktdrych dochodzi do reakcji autoimmu-
nologicznej przeciw prezentowanym na powierzchni
keratynocytow antygenom wewngtrzkomorkowym lub
zmienionym na skutek reakcji zapalnej antygenom ze-
wnatrzkomorkowym“®. W naszej analizie istotne roz-
nice w ekspresji antygenow w grupie pacjentek z lisza-
jem i rakiem wystapity w przypadku antygenow CD8
1 HLA-DR. Pierwszy z nich to kompleks roznicowania
(cluster of differentiation) limfocytow cytotoksycznych
i supresorowych, a jego zadaniem jest polgczenie si¢
z fragmentem kompleksu antygenow gtownego uktadu
zgodnosci tkankowej (HLA) klasy I w trakcie prezento-
wania antygenu. W prawidiowym nablonku stwierdza
si¢ obecnoS¢ rozproszonych, pojedynczych limfocytow
CD8". Wigkszos¢ przeprowadzonych badan wskazuje
na wzrost liczby limfocytow CD8 w przypadku rozwo-
ju liszaja, ktore gromadzg si¢ wowczas w podscielisku
1 na granicy warstwy podstawnej nabfonka®”. Ich zada-
niem jest prawdopodobnie odpowiedZ na, niezidenty-
fikowany jak dotad, antygen pojawiajacy si¢ w liszaju
twardzinowym, czego potwierdzeniem sg rOznicowanie
1 ekspansja wyselekcjonowanych klonow limfocytow
CD3 (prekursorow limfocytow CD4 i CD8)®”. Supre-
sja odpowiedzi immunologicznej w tych stanach moze
mieC znaczenie w ograniczeniu zmian degeneracyjnych
nabtonka. W liszaju twardzinowym wspoiwystepuja-
cym z rakiem sromu stwierdziliSmy zwigkszenie liczby
limfocytow CD8, co wykazali wezesniej takze Ben-Hur
1wsp."” W naszym badaniu zwraca uwage bardzo skgpa
ekspresja aktywowanych limfocytow pomocniczych T'i B
(CD4+, HLA-DR+, CD95+). Liszaj wystepujacy w sa-
siedztwie raka charakteryzowat si¢ znaczaco mniejsza
liczbg komorek nabtonkowych wykazujacych ekspresje
antygenow HLA-DR. Prezentacja antygenu w potacze-
niu z czasteczkami HLA-II dotyczy gtownie tych anty-
gendw, ktdre majq pierwotnie pochodzenie pozako-
morkowe i ulegajg fagocytozie. Profesjonalne komorki
prezentujace antygen w kontekScie HLA-II, np. komorki
Langerhansa, przetwarzaja sfagocytowany antygen. Pep-
tydy, ktore ulegly endocytozie, trafiaja do endosomow,
gdzie dochodzi do ich polaczenia z czasteczka MHC-IL.
Prezentowane w potaczeniu z MHC-II sg rozpozna-
wane przez subpopulacje limfocytow wykazujacych eks-
presje CD4, ktore spetniaja funkcje pomocnicze poprzez
wydzielanie immunomodulujacych cytokin. Czasteczki
HLA klasy IT wystepuja gtéwnie na limfocytach B, ma-
krofagach, komorkach dendrytycznych, komérkach Lan-
gerhansa 1 komorkach nabtonka grasicy. Niemniej jednak
w wyniku aktywacji lub pod wptywem dziafania cytokin
(np. IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-13) moga pojawic si¢ na
wielu innych komorkach, np. pobudzonych limfocy-
tach T, keratynocytach, fibroblastach i innych. Poja-
wienie si¢ czasteczek HLA-DR (MHC-II) na komor-
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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®”. It is also
well-known fact, that the antigen presentation for ke-
ratinocytes may evoke the lymphocytes T, towards to the
presented antigens tolerance™*?. 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® costimulation lack.
However, keratinocytes demonstrate expression of BBI
molecules, whose costimulative activity may be modu-
lated®. This kind of influence may probably call the
cytokines (for example IFN-y)“”.

In our study, in contrast to Ben-Hur et al."”; 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™. 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®. 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-

GIN ONKOL, 2005, 3 (3), p. 160-169

kach niesyntetyzujacych ich w normalnych warunkach
stwierdzono w wielu roznych dermatozach, m.in. tocz-
niu rumieniowatym, twardzinie, bielactwie, liszaju pta-
skim, alergicznym kontaktowym zapaleniu skory, ru-
mieniu guzowatym®".

Za ekspresje antygenow gldwnego uktadu zgodnosci
tkankowej klasy IT (HLA-DR) przy skapej obecnosci
limfocytow B i makrofagdw odpowiedzialna jest wiec
raczej obecno$¢ antygenow HLA-DR na keratynocy-
tach i komodrkach Langerhansa. Spadek liczby komdrek
wykazujacych ekspresje HLA-DR w liszaju twardzi-
nowym w sgsiedztwie raka moze wskazywac na za-
burzenia prezentacji antygenu w przypadku transfor-
macji nOWotworowe;.

Nie jest jednak ostatecznie wyjasnione, czy czgsteczki
HLA Kklasy IT na powierzchni komorek nienalezacych do
ukfadu odpornosciowego mogg bra¢ udziat w prezen-
tacji antygenu prowadzacej do aktywacji limfocytow T,
czy tylko wywotujq stan anergii. Ekspresja czasteczek
HLA klasy II przez keratynocyty pod wplywem stymu-
lacji cytokinami sugeruje ich rol¢ w prezentacji antyge-
nu. Wiadomo, ze keratynocyty moga funkcjonowac jako
komorki prezentujace antygen, wywotujac aktywacje lim-
focytow Th*?. Wiadomo tez, ze prezentacja antygenu
przez keratynocyty moze wywolywac takze tolerancje
limfocytow T wobec prezentowanych antygenow*>".
Udowodniono, ze prezentowany antygen nie jest sy-
gnatem, ktory dziatajac samodzielnie, moze aktywowac
limfocyty T. Znaczenie krytyczne dla intensywnosci
aktywacji 1 rodzaju aktywowanych limfocytow T maja
czasteczki powierzchniowe B7.1 (CD80) i B7.2 (CD86)
wystepujace na komorkach prezentujacych antygen oraz
cytokiny wytwarzane przez keratynocyty i komorki Lan-
gerhansa. Tolerancja moze zatem stanowic efekt bra-
ku kostymulacji receptoréw CD28 limfocytu przez cza-
steczki B7%Y. Keratynocyty wykazuja jednak ekspresje
molekut BB1, ktorej aktywnos¢ kostymulujagca moze
by¢ indukowana®. Wplyw taki moga prawdopodobnie
wykazywac cytokiny (np. IFN-y)®”.

W naszym badaniu, w przeciwienstwie do Ben-Hura
1wsp.™Y, nie stwierdziliSmy znaczacej roznicy w ekspre-
sji antygenu CD95 w porownywanych grupach prepa-
ratow. Przyczyng tego jest najprawdopodobniej fakt, ze
limfocyty B wykazujace ekspresje antygenu CD95 gro-
madzq si¢ glownie w glebszych warstwach podscieli-
ska, natomiast w samym nabtonku, na ktorym si¢ sku-
piliSmy, wystepujg sporadycznie.

Obecnos¢ czasteczek Fas w blonie komorki docelowej
umozliwia jej liz¢ przez komorki efektorowe (m.in. lim-
focyty CDS8, limfocyty CD4, komdrki NK) po pofaczeniu
si¢ z ligandem dla Fas (FasL) obecnym na bionie ko-
morki efektorowej®®. W warunkach prawidiowych cza-
steczki Apo-1/Fas stanowig wazny mechanizm regula-
cji odpowiedzi autoimmunologicznej, nie dopuszczajac
m.in. do rozwoju autoreaktywnych limfocytow T. Jednak
dzigki pojawieniu si¢ 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™***.

CONCLUSIONS

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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