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AAppooppttoozzaa  ww lliisszzaajjuu  ttwwaarrddzziinnoowwyymm
ssrroommuu  uu kkoobbiieett  ww ookkrreessiiee  
mmeennooppaauuzzyy

AAppooppttoossiiss  iinn  lliicchheenn  sscclleerroossiiss  ooff  tthhee  vvuullvvaa  iinn  mmeennooppaauussaall  wwoommeenn

HHeelleennaa  RRoottsszztteejjnn11,,  DDoorroottaa  JJeessiioonneekk--KKuuppnniicckkaa22,,  AAnnnnaa  ZZaalleewwsskkaa33,,  SSttaanniiss³³aaww  ££uukkaasszzeekk44

Apoptoza, inaczej zaprogramowana œmieræ komórki jest procesem, który w warunkach fi-
zjologicznych, wraz z procesem proliferacji, bierze udzia³ w tzw. obrocie komórkowym (cell
turnover) i reguluje homeostazê w ustroju. W skórze proces rogowacenia nab³onka wielo-
warstwowego p³askiego jest form¹ zaprogramowanej œmierci komórek. Celem naszej pracy
by³a ocena nasilenia zjawiska apoptozy w nab³onku wielowarstwowym p³askim w liszaju
twardzinowym sromu w porównaniu z tkank¹ kontroln¹ nie objêt¹ procesem chorobowym.
W celu identyfikacji komórek apoptotycznych na skrawkach parfinowych zastosowano zmo-
dyfikown¹ metodê TUNEL przy u¿yciu zestawu ApoTag firmy Boehringer-Manheim (Niem-
cy). Wykazano, ¿e we wczesnych zmianach w liszaju twardzinowym komórki apoptotyczne
wystêpowa³y œrednio 5,4 na 100 komórek nab³onka, natomiast w zmianach starszych apop-
toza by³a bliska 0. W grupie kontrolnej apoptoza wynosi³a 1 na 100 komórek nab³onka.
W limfocytach nacieków zapalnych apoptozy nie stwierdzono. Uzyskane wyniki wskazuj¹ na
nasilenie procesu apoptozy w przebiegu liszaja twardzinowego sromu. 
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Apoptoza, inaczej zaprogramowana œmieræ komór-
ki, jest uwa¿ana za proces fizjologiczny, uwarunkowa-
ny genetycznie [1, 2]. Prowadzi on do samounicestwie-
nia komórki, która kurczy siê, j¹dro ulega kondensacji,
tworz¹ siê uwypuklenia cytoplazmy, fragmenty komór-
ki oddzielaj¹ siê tworz¹c cia³ka apoptotyczne lub tzw.
cia³ka Civatte’a (dark cells) [1, 3]. 

Proces apoptozy nie poci¹ga za sob¹ odczynu za-
palnego, a komórki apoptotyczne ulegaj¹ fagocytozie.
Identyfikacja komórek apoptotycznych w preparcie hi-

stopatologicznym mo¿e byæ trudna, ze wzglêdu na dy-
namikê zmian i szybki rozpad komórki (kilka godzin).
W metodzie TUNEL, identyfikuj¹cej na skrawkach pa-
rafinowych komórki ulegaj¹ce apoptozie, wykorzysta-
ne jest immunochistochemiczne znakowanie koñców
3’OH oligonukleosomów, zdegradowanego w procesie
rozpadu j¹dra komórki DNA w postaci barwnej reakcii. 

Uwa¿a siê, ¿e proces apoptozy mo¿e byæ elementem
patomechanizmu wielu chorób – wirusowych, nowotwo-
rowych, zapalnych i autoimmunologicznych [4, 5]. Nie-



PPRRZZEEGGLL¥¥DD  MMEENNOOPPAAUUZZAALLNNYY  33//2200005526

zbyt liczne s¹ prace zwi¹zane z ocen¹ apoptozy w tkan-
kach skóry zmienionej chorobowo [6–12]. Langley i wsp.
wykazali apoptotyczne keratynocyty w biopsjach skóry,
uzyskanych od chorych z GVHD [9]. Banno i wsp. obser-
wowa³ znacz¹co zwiêkszon¹ liczbê apoptotycznych neu-
trofilów w dojrza³ych zmianach ³uszczycowych [10].
Barduagni i wsp. wykryli ró¿ne uk³ady komórek apopto-
tycznych zarówno w leukoklastycznym, jak i limfocytar-
nym zapaleniu naczyñ, co jest najprawdopodobniej zwi¹-
zane z dystrybucj¹ nacieków zapalnych [12]. 

Liszaj twardzinowy sromu (lichen sclerosus – LS)
jest wynikiem zaburzeñ rogowacenia nab³onka i prze-
wlek³ego stanu zapalnego skóry w³aœciwej o nie ca³ko-
wicie wyjaœnionej etiologii. Aczkolwiek nie jest on
uznany za stan przedrakowy, to jednak wi¹¿e siê z ry-
zykiem rozwoju dysplazji nab³onka sromu (VIN – Vu-
lvar Intraepihelilal Neoplasia) oraz raka p³askonab³on-
kowego [13, 14]. 

Mikroskopowe zmiany polegaj¹ na obecnoœci
znacznej hiperkeratozy, œcieñczeniu nab³onka, wyg³a-
dzeniu brodawek skórnych, homogenizacji podœcieli-
ska skóry w³aœciwej, z towarzysz¹cym przewlek³ym

naciekiem zapalnym [15]. Poniewa¿ u podstaw rogo-
wacenia nab³onka le¿y zjawisko apoptozy, wydaje siê
celowe zbadanie jej nasilenia w liszaju twardzinowym
sromu, we wczesnej i póŸnej fazie choroby w porówna-
niu z tkank¹ kontroln¹. 

MMaatteerriiaa³³  ii mmeettooddyykkaa

Badaniem objêto 17 kobiet z LS sromu w wieku
52–75 lat oraz 5 kobiet po operacjach plastycznych
krocza, przeprowadzonych z powodu nietrzymania mo-
czu lub wypadania narz¹dów rodnych, w wieku 50–69
lat. Biopsje pobierano ze zmian chorobowych, a w gru-
pie kontrolnej ze skóry zdrowej i utrwalano w 10-%
formalinie. 

W badaniach zastosowano zestaw ApoTag firmy
Boehringer-Manheim (Niemcy). Metoda ta polega na
przy³¹czaniu do 3’OH oligofragmentów DNA, tworz¹-
cych siê w czasie apoptozy enzymu Tdt, znakowanych
nastêpnie immunohistochemicznie przeciwcia³em an-
ty-POD. Odparafinowane i uwodnione skrawki grubo-
œci 4 mikrometrów by³y trawione proteinaz¹ K (sigma
120 mikrometrów/ml) przez 20 min w temperaturze po-
kojowej, nastêpnie sp³ukane wod¹ destylowan¹ i zanu-
rzone w 2% H2O2 na 10 minut dla zablokowania ak-
tywnoœci endogennej peroksydazy. Nastêpnie po prze-
p³ukaniu w buforze fosforanowym o pH 7,4 (PBS),
skrawki by³y inkubowane przez 10 min w temperaturze
pokojowej. Kontrole odczynu wykonywano w ten sam
sposób, lecz zastêpuj¹c wodê destylowan¹ enzymem –
terminaln¹ transferaz¹ deoksynukleotydylow¹ (TdT). 

WWyynniikkii

Na podstawie badañ: 
– I – wczesne zmiany [6] – nieznaczny zanik nab³onka,

rogowacenie, w¹ski pas warstwy homogennej,
znaczne nacieki zapalne pod naskórkiem. 

– II – póŸne zmiany [11] – znaczny zanik nab³onka, hi-
perkeratoza, szeroki pas warstwy homogennej,
niewielkie nacieki zapalne. 

Do oceny komórek oprócz reakcji barwnej, zastoso-
wano równie¿ kryteria morfologiczne apoptozy – ob-
kurczenie cytoplazmy, kondensacjê lub fragmentacjê
j¹dra komórkowego, niekiedy obecnoœæ cia³ek apopto-
tycznych bez wspó³istnienia reakcji zapalnej. Kryteria
morfologiczne pozwoli³y na wykluczenie komórek bar-
wi¹cych siê niespecyficznie. 

W zmianach wczesnych komórki apoptotyczne wy-
stêpowa³y œr. 5,4 na 100 komórek nab³onka (ryc. 1.),
w zmianach starszych apoptoza by³a bliska 0 (ryc. 2.).
W limfocytach nacieków zapalnych apoptozy nie
stwierdzono. W grupie kontrolnej apoptoza wynosi³a
1 na 100 komórek nab³onka (ryc. 3.). 

Ryc. 1. Wczesne zmiany – nieznaczny zanik nab³onka, ro-
gowacenie, w¹ski pas warstwy homogennej, znaczne na-
cieki zapalne pod naskórkiem

Ryc. 2. PóŸne zmiany – znaczny zanik nab³onka, hiperke-
ratoza, szeroki pas warstwy homogennej, niewielkie na-
cieki zapalne             
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OOmmóówwiieenniiee

Apoptoza jest procesem, który w warunkach fi-
zjologicznych reguluje homeostazê w ustroju.
W skórze rogowacenie jest form¹ zaprogramowanej
œmierci komórek [16].

W badanej grupie kontrolnej nab³onek sromu
wykazywa³ minimaln¹ apoptozê. 

Dwa bia³ka powierzchniowe maj¹ istotny wp³yw
na przebieg procesu apoptozy. Cz¹stka FAS/APO1
jest jednym z g³ównych czynników indukuj¹cych
apoptozê, a cz¹stka bcl2 ma wp³yw na hamowanie te-
go procesu [1, 3, 17 ]. Sung i wsp. wykazali, ¿e apop-
toza indukowana przez Fas mo¿e odgrywaæ znacz¹c¹
rolê zarówno w chorobach skóry, jak i w warunkach
fizjologicznych w zdrowym naskórku [17]. 

W przeprowadzonych badaniach wykazano
zwiêkszon¹ apoptozê w keratynocytach, natomiast
brak cech zaprogramowanej œmierci komórek w na-
ciekach zapalnych LS. Powy¿sze zjawisko mo¿e pro-
wadziæ do przewlekania siê procesu zapalnego
i uszkodzenia tkanek, a w konsekwencji do nadmier-
nej produkcji cytokin. 

Inni autorzy donosz¹ o zmniejszeniu apoptozy
w komórkach jednoj¹drowych nacieków zapalnych
skóry m.in. w SLE [18, 19]. Ca³kiem przeciwnie jest
w raku kolczystokomórkowym, gdzie limfocyty na-
cieków zapalnych wykazuj¹ masywn¹ apoptozê,
a komórki nowotworowe tylko cechy proliferacji 
[5, 8]. 

Brak eliminacji limfocytów T produkuj¹cych cy-
tokiny zapalne i czynniki wzrostowe mog¹ przyczy-
niaæ siê do zaburzeñ apoptozy komórek nab³onko-
wych sromu. Proces ten mo¿e mieæ wp³yw na zabu-
rzenie funkcji cz¹stek odpowiedzialnych za apoptozê
– FAS/APO1 i bcl2 [7, 20, 21]. Bax, który jest bia³-
kiem X zwi¹zanym z bcl2 uwa¿any jest tak¿e za je-
den z g³ównych czynników stymuluj¹cych procesy
apoptozy. Tomkova i wsp. wykazali jego obecnoœæ
w skórze zdrowej, zmianach ³uszczycowych oraz
zmniejszon¹ ekspresjê w raku kolczystokomórko-
wym (SCC), natomiast jego brak w raku podstawno-
komórkowym (BCC). Autorzy sugeruj¹, ¿e utrata
proapoptotycznego bia³ka bax w BCC i jego zmniej-
szona ekspresja w SCC mog¹ stanowiæ wa¿ny krok
w progresji tych dwóch nowotworów [8]. 

Badania ostatnich lat wskazuj¹ na rolê przeciw-
cia³ przeciw proteinie 1 (ECM1), stwierdzanych
u chorych na LS. Bia³ko to jest m.in. istotnym ele-
mentem maj¹cym wp³yw na ró¿nicowanie keratyno-
cytów. Zwiêkszona apoptoza w obrêbie nab³onka
LS mo¿e przyczyniaæ siê do nasilonej fagocytozy.
Fragmenty komórek uleg³ych apoptozie mog¹ byæ
w dalszym etapie rozpoznawane jako w³asne anty-
geny [22]. 

Gen supresorowy p53 jest najwa¿niejszym stra¿-
nikiem reaguj¹cym na uszkodzenia DNA i daj¹cym
sygna³ do wejœcia komórki na drogê apoptozy [23].
Wzrost nadekspresji oraz mutacji genu p53 wykaza-
no w nab³onku w LS i w dalszej sekwencji w raku
p³askonab³onkowym sromu, co wyraŸnie wskazuje
na udzia³ tego genu w patogenezie choroby [24]. Co
wiêcej, wzrost ekspresji Ki67 (antygen proliferacji
komórkowej) i p53 obserwowano po leczeniu miej-
scowym steroidami w wycinkach chorych na LS sro-
mu. Jednoczeœnie nab³onek sromu w grupie kontrol-
nej nie wykazywa³ ekspresji wymienionych cz¹stek
lub by³a ona niewielka. Fakt ten mo¿e byæ bezpo-
œrednio zwi¹zany ze zwiêkszon¹ apoptoz¹ nab³onka
zmienionego chorobowo w LS w badanej grupie cho-
rych kobiet [25]. W naszych badaniach obserwowano
wzmo¿on¹ apoptozê komórek nab³onka w LS we
wczesnych fazach choroby (indeks apoptotyczny
5,4%), podczas gdy w póŸnych fazach choroby in-
deks ten by³ równy zeru. Wed³ug badañ, apoptoza
jest najczêœciej ograniczona do subpopulacji komó-
rek dziel¹cych siê [26], co mo¿e wi¹zaæ siê ze
zmniejszeniem jej nasilenia po dokonaniu morfolo-
gicznych wyk³adników choroby, a wiêc hiperkratozy
i œcieñczenia nab³onka. Niestety, badania apoptozy
w LS s¹ bardzo nieliczne i oprócz nieopublikowa-
nych doniesieñ zjazdowych nie uda³o nam siê zna-
leŸæ piœmiennictwa na temat indeksu apoptotycznego
w liszaju twardzinowym sromu. 

Badania autorów wskazuj¹ na to, i¿ apoptoza le¿y
u podstaw patomechanizmu œcieñczenia nab³onka
w LS sromu, natomiast zmniejszenie apoptozy w ko-
mórkach nacieku zapalnego mo¿e wi¹zaæ siê z obec-
noœci¹ przewlekaj¹cego siê zapalenia. 

Niniejsza praca zosta³a przedstawiona w czêœci
na zjeŸdzie w Genewie w 2000 roku. 

Niniejsza praca zosta³a sfinansowana z grantu
UM w £odzi nr 502-11-396. 

Ryc. 3. Grupa kontrolna       
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Summary
Apoptosis is a physiological process regulating homeostasis in the organism. Hyperkera-

tosis in the skin is regarded as a programmed cell death. The aim of the study was to evalu-
ate apoptosis in lichen sclerosis of the vulva. ApoTag (Boehringer-Manheim, Germany) was
employed in the study. It was demonstrated that in early lesions apoptotic cells accounted to
5,4 cell per 100 of epithelial cells, whereas in older lesions apoptosis was close to 0. Apop-
tosis was not observed in lymphocytic infiltrations. In the control group apoptosis was found
in 1 per 100 epithelial cells. The obtained results indicate distorted apoptotic processes in
lichen sclerosus. 

Key words: lichen sclerosus, apoptosis, menopause


