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Streszczenie

Wprowadzenie. Angiogeneza to proces powstawania nowych naczyi krwionosnych zaréwno w tkankach zdro-
wych, jak i nowotworowych. Angiogeneza odgrywa istotng rol¢ we wzroscie nowotworéw oraz w procesie two-
rzenia przerzutow.

Cel pracy. Badania nad ekspresjg wskaznikow angiogenezy w nowotworach jamy ustnej i zatok szczgkowych oraz
okreslenie zwigzku z klinicznym zaawansowaniem choroby oraz prognozg przebiegu choroby.

Material i metody. Badaniami obj¢to 43 pacjentéw, w tym 32 chorych na raka jamy ustnej i 11 na raka zatok
szczekowych (8 kobiet 35 mezczyzn). Badania immunohistochemiczne przeprowadzano na skrawkach parafino-
wych z uzyciem odpowiednich przeciwciat.

Wiyniki. Stwierdzono istotne statystycznie réznice w czasie przezycia pacjentow w zaleznosci od pola powierzch-
ni naczyn. Stwierdzono zaleznos¢ miedzy gestoscig naczyn a cechg N (Dent. Med. Probl. 2004, 41, 4, 625-630).

Stowa kluczowe: angiogeneza, rak jamy ustnej i zatok przynosowych.

Abstract

Background. Angiogenesis is the process of new vessels formation. Many researches have demonstrated that
a process like this is very important in neoplasm progress as well as in metastasis process.

Objectives. The goal of this study were researched on expression of angiogenesis markers in oral cavity and max-
illary sinuses neoplasm.

Material and Methods. 43 patients were examined, 32 with oral cavity carcinoma, 11 with maxillary sinuses car-
cinoma. Immunohistochemical examination was performed on paraffin cutting using monoclonal antibody.
Results. We find correlation between vessels area and patient survival as well as correlation between number of
vessels and feature N (Dent. Med. Probl. 2004, 41, 4, 625-630).

Key words: angiogenesis, oral cavity and maxillary sinuses carcinoma.

Angiogeneza to proces powstawania nowych
naczyn krwionosnych zaréwno w tkankach zdro-
wych, jak 1 nowotworowych. Jak wykazano
w licznych badaniach, proces ten odgrywa istotng
rolg¢ w progresji nowotworéw i w powstawaniu
przerzutéw [1, 2].

Indukcja angiogenezy przebiega w dwojaki
sposob: 1) fizjologiczny (spotykany réwniez
w tkankach zdrowych), kiedy w warunkach niedo-
tlenienia komorki wydzielajg naczyniowo-sréd-
btonkowy czynnik wzrostu (VEGF). Czynnik ten
dziata stymulujagco na migracje i podzialy ko-
morek srédbtonka. Niedotlenienie indukuje réw-

niez mechanizm apoptozy. W nowotworach jest
zachwiana rownowaga migdzy tymi dwoma pro-
cesami; 2) przez powstanie tzw. fenotypu angio-
gennego, ktéry powstaje na skutek mutacji wielu
genéw. Komorki nowotworowe majace taki feno-
typ same wydzielajg wiele czynnikéw angiogen-
nych [3, 4].

Wysoka zapadalnos¢ na nowotwory w obrebie
glowy i szyi oraz niezadowalajace wyniki leczenia
sktaniaja do poszukiwania nowych czynnikéw
prognostycznych zwigzanych z biologiag komdrek
guza. W pismiennictwie mozna znaleZ¢ doniesie-
nia na temat zastosowania oznaczen czastek adhe-
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zyjnych, wskaznikéw angiogenezy i produktow
biatkowych genéw supresorowych w réznych ty-
pach nowotwordw.

Celem pracy byly badania nad ekspresjg wskaz-
nikéw angiogenezy w skrawkach parafinowych
wycinkéw nowotwordw jamy ustnej i zatok szcze-
kowych oraz okreslenie ich zwigzku z klinicznym
zaawansowaniem choroby nowotworowej oraz
prawdopodobnym przebiegiem choroby.

Material i metody

Badania obejmowaty grupe 43 pacjentéw,
ktérzy byli leczeni w latach 1985-2000 w Kate-
drze i1 Klinice Chirurgii Szczgkowo-Twarzowej
Akademii Medycznej we Wroctawiu. 32 pacjen-
téw leczono z powodu raka jamy ustnej, a 11 z po-
wodu raka zatok szczgkowych. W grupie tej bylo
8 kobiet i 35 mezczyzn. U 37 pacjentdw rozpozna-
no raka plaskonablonkowego rogowaciejgcego,
u 6 raka ptaskonabtonkowego nierogowaciejace-
go. U wszystkich pacjentéw przeprowadzono oce-
ne kliniczng i pelng diagnostyke przedoperacyjng
(TK, MR, USG szyi i jamy brzusznej, badanie fi-
beroskopowe jamy ustnej i gardta), na podstawie
ktérych podejmowano decyzje o metodzie lecze-
nia operacyjnego. U 32 pacjentéw wykonano cze-
Sciowg badz catkowitg resekcj¢ zuchwy z usunig-
ciem wezléw chionnych podzuchwowych wraz
ze Sliniankg podzuchwowa jedno- lub obustronnie
oraz usuni¢ciem wezléw chlonnych szyjnych.
U 11 pacjentéw wykonano resekcje masywu
szczekowego z usunigciem lokalnych weztow
chtonnych szyjnych.

Wszyscy pacjenci byli poddani radioterapii
uzupetniajacej w Dolnoslagskim Centrum Onkolo-
gii. Czas od zabiegu operacyjnego do rozpoczecia
radioterapii wynosit okoto 4 tygodni, dawka cal-
kowita wynosita 60 Gy na tzw. pole twarzowe
w dawkach podzielonych.

Pooperacyjne badania histopatologiczne byly
wykonywane we wszystkich przypadkach w Kate-
drze 1 Zaktadzie Anatomii Patologicznej Akademii
Medycznej we Wroctawiu. Stopieft zaawansowa-
nia byt oceniany wedtug klasyfikacji TNM

Na podstawie dokumentacji lekarskiej oraz da-
nych uzyskanych w Urzedzie Wojew6dzkim Miasta
Wroctawia w Dziale Migracji i Ewidencji Ludnosci
ustalono czas przezycia badanej grupy pacjentow.

Metody immunohistochemiczne

Badania immunohistochemiczne przeprowa-
dzano na skrawkach parafinowych grubosci 4 um.
Do badania ekspresji antygenu CD34 przeprowa-
dzano reakcje z uzyciem przeciwciata Monoclonal

Mouse Anti-Human CD34 Class II N 1632
DAKO. Kontrolg negatywng wykonywano z po-
mini¢ciem przeciwciata pierwotnego.

Preparaty mikroskopowe badano za pomocg mi-
kroskopu Olympus BX 50 z torem wizyjnym sprze-
zonym z komputerem Celeron 800 i programu kom-
puterowej analizy obrazu MultiScanBase 08.98.

Ocene angiogenezy przeprowadzono po uprzed-
nim wybarwieniu komérek endotelialnych przeciw-
cialem CD34. W preparacie histologicznym wybie-
rano 5 tzw. gorgcych ognisk (hot spots), o najwiek-
szej gestosci naczyniowej. Naczynia liczono z za-
chowaniem zasady, ze kazda grupa komérek wy-
barwionych na brgzowo jest traktowana jako osob-
ne naczynie. Srednia z liczby naczyn policzonych
w 5 polach stanowita tzw. najwyzsza gestosé mikro-
naczyn h-MVD (highest microvascular density).

Analizg¢ angiogenezy przeprowadzano row-
niez z zastosowaniem programu komputerowej
analizy obrazu. Obrazy mikroskopowe (te same,
w ktdérych oceniano h-MVD) przez kamere CDD
byty przekazywane do pamieci komputera. W oce-
nie obrazu mikroskopowego zastosowano orygi-
nalny system oceny obrazu opracowany przez inz.
Wojciecha Tarnawskiego z Politechniki Wroctaw-
skiej. Program umozliwia ocen¢ odsetka po-
wierzchni preparatu zajmowanego przez komorki
endotelialne.

Metody statystyczne

Do opracowania danych wykorzystano pro-
gramy Sas oraz Statistica.

Na podstawie wynikéw testu normalnosci
Shapiro-Wilka stwierdzono, ze rozktady liczby
oraz powierzchni mikronaczyn obserwowanych
u pacjentéw znacznie odbiegajg od rozktadu nor-
malnego, dlatego do poréwnania ich srednich war-
tosci w grupach o réznym stopniu zaawansowania
procesu nowotworzenia zastosowano test Krus-
kala-Wallisa.

Zaleznos¢ migdzy cechami jakosciowymi ba-
dano testem dokladnym x> Persona. Dodatkowo
wyliczono wsp6tczynnik korelacji Spearmana
i zbadano jego istotnos¢.

Do wyznaczenia krzywych przezycia zastoso-
wano estymator Kaplana-Meiera. R6znic¢ czaséw
przezycia pacjentéw dla réznych cech badano te-
stem F Coxa.

Wartos¢ p < 0,05 uznano za istotng statystycznie.

Wyniki

Srednia wartos¢ pola powierzchni naczyn
w preparacie wynosita 0,46, a srednia liczba na-
czyn w preparacie 7,5.
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Fig. 1. Relationship between the stands for tumor (T)
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Ryc. 2. Zaleznos¢ cechy N od pola powierzchni naczyn

Fig. 2. Relationship between metastatis in the lymph
nodes (N) and field of vessel surface

Na rycinach 1, 2 i 3 przedstawiono zalezno$¢
miedzy polem powierzchni naczyn a wielkoscig
guza (T), liczbg przerzutéw w regionalnych we-
ztach chtonnych (N) i stopniem histologicznej zto-
sliwosci. Nie stwierdzono istotnej statystycznie
zaleznosci migdzy tymi cechami nowotworu a po-
wierzchnig naczyn. Wykazano natomiast istotne
statystycznie réznice w czasie przezycia pacjen-
tow w zaleznosci od pola powierzchni naczyn
(ryc. 4).

Rycina 5 przedstawia badanie zaleznosci mig-
dzy wielkoscig guza a liczbg naczyn (h-MVD).
Najwigkszg gestos¢ naczyniowg stwierdzono w T3
i T4, nie wykazano jednak istotnosci statystycznej
w tym badaniu.

Na rycinie 6 przedstawiono badanie h-MVD
w zaleznosci od liczby przerzutéw w regionalnych
wezlach chionnych. Stwierdzono istotny statys-
tycznie wzrost gestosci naczyniowej (p = 0,018)
w miar¢ wzrostu cechy N.

Nie stwierdzono zaleznosci istotnej statys-
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Fig. 3. Relationship between the histological mali-
gnancy and field of vessels surface
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Ryec. 4. Krzywe Kaplana-Meiera w grupach pacjentow
z polem powierzchni < 0,4 oraz 2 0,4. Istotnos¢ réznic
czas6éw przezy¢ badano testem F Coxa (p = 0,033)
Fig. 4. Curves of Kaplan-Meier in the patients groups
with field of vessels surface smaller than 0.4 and with

larger 0.4. The significance of patient survival was
examinated by F Cox test (p = 0.033)

tycznie migdzy stopniem histologicznej ztosliwos-
ci a h-MVD (ryc. 7).

Omowienie

Przebieg kliniczny nowotworéw gltowy i szyi
zalezy od cech samego nowotworu oraz relacji
miedzy nowotworem a gospodarzem. Waznymi
czynnikami prognostycznymi sg: lokalizacja guza
oraz stadium TNM. Duze znaczenie ma réwniez
wiek i ogdlny stan zdrowia pacjenta.

Postep biologii molekularnej umozliwia po-
znanie nowych cech nowotworu, ktére mogg okres-
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Fig. 5. Relationship between the large of tumor (T)
and highest microvascular density (h-MVD)
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Ryc. 6. Zaleznos¢ cechy N od h-MVD

Fig. 6. Relationship between metastasis in the lymph
nodes (N) and highest microvascular density (h-MVD)

la¢ dynamike wzrostu miejscowego oraz mozliwo-
Sci tworzenia przerzutow.

Wielu autoréw podkresla, ze zwigkszona licz-
ba naczyii w tkance guza jest zwigzana z szybkg
progresja choroby i gorszym rokowaniem [5-8].
Zjawisko to mozna wytlumaczy¢ wielorako. Po
pierwsze, pierwotne guzy ze znaczng liczbg na-
czyn powinny mie¢ potencjalnie wiekszg skion-
nos¢ do tworzenia odlegtych przerzutéw. Po dru-
gie, guzy lite sktadajg si¢ z dwu sktadnikéw, tj. ko-
moérek nowotworowych 1 podscieliska. Komorki
endotelialne naczyn podscieliska moga stymulo-
wac proliferacje komdrek guza. Po trzecie, przyj-
muje si¢, ze im wigkszy przekréj naczyi w guzie,
tym wieksza mozliwos¢ przedostawania si¢ przez
nie komorki guza. Poza tym uwaza si¢, ze komor-
ki endotelialne pelnig aktywng role w tworzeniu
przerzutéw. Wedlug Weidnera [2] prawdopodob-
nie wszystkie te czynniki jednoczesnie odgrywajg
role w progresji choroby nowotworowej. Pazouki
et al. [9] badali zwigzek miedzy wskaznikami an-
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Ryc. 7. Zaleznos¢ stopnia histologicznej ztosliwosci
od h-MVD

Fig. 7. Relationship between the histological mali-
gnancy and highest microvascular density (h-MVD)

giogenezy a progresjag NnOwotworowg w jamie ust-
nej. Zbadano 100 wycinkéw, ktére obejmowaty
prawidlowy nabtonek, zmiany dysplastyczne i ra-
ka ptaskonabtonkowego. Jako markery angiogene-
zy oznaczano czynnik VIII, CD31 i integryng.
Stwierdzono, ze liczba naczyn zwigkszata si¢ wraz
z progresja zmian przez rézne stadia dysplazji do
raka inwazyjnego. Autorzy stwierdzajg, ze naj-
lepszym wyznacznikiem angiogenezy jest anali-
za morfometryczna bedaca odbiciem objgtosci
naczyn.

W kilku pracach stwierdzono, ze angiogeneza
w raku krtani jest istotnym czynnikiem wskazuja-
cym na wystepowanie przerzutow w weztach
chtonnych [10-13]. Inni autorzy nie stwierdzili
zwiazku miedzy wskaZnikami angiogenezy a obec-
noscia przerzutéw w weztach chtonnych, wielkos-
cig 1 umiejscowieniem guza, stopniem ztosliwosci
histologicznej oraz wystgpowaniem Wznowy
w nowotworach glowy i szyi [14, 15].

Hannen et al. [16] badali wskazniki angioge-
nezy z zastosowaniem komputerowego systemu
analizy obrazu w grupie chorych na raka jezyka.
Stwierdzono, co moze zaskakiwaé, ze gestos¢
mikronaczyn (MVD) byta wigksza w guzach,
ktére nie tworzyly przerzutéw niz w guzach, ktére
dawaly przerzuty. Wykazano jednoczesnie, ze
w grupie guzOw tworzacych przerzuty przewazaty
naczynia o przekroju 10-15 pm. Autorzy sugeru-
ja, ze tylko naczynia o Srednicy > 10 um odrywa-
ja role w procesie tworzenia przerzutow.

Gryczynski et al. [11] analizowali wskazniki
angiogenezy w grupie oséb chorych na raka krta-
ni, stwierdzajac zaleznos¢ migdzy intensywnoscig
angiogenezy a wielkoscig guza, powstawaniem
przerzutéw w weztach chtonnych i stopniem zr6z-
nicowania histologicznego guza. Hannen et al.
[17] stwierdzili, ze ocena liczby naczyn krwionos-
nych o przekroju < 5 pm w guzach jezyka ma du-
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73 warto$¢ w ocenie mozliwosci wystgpienia prze-
rzutow. Dunphy et al. [18] badali wartos¢ prognos-
tyczng oceny mikrokrgzenia (MVD) u pacjentéw
7 zaawansowanymi guzami w obrgbie glowy i szyi
leczonych chemioterapia, nie stwierdzajgc zalez-
nosci migdzy wynikami oznaczein MVD przed le-
czeniem a czasem remisji. Stwierdzono natomiast,
ze im wigksza byta r6znica MVD przed i po lecze-
niu, tym gorsze byto rokowanie.

Hegde et al. [19] wykazali zwigzek miedzy
wskaznikiem angiogenezy (MVD — microvessel
density) 1 mutacjg genu p53 u pacjentéw z nowo-

stwierdzili natomiast wartoSci prognostycznej
oznaczen MVD.

W badaniach wtasnych wykazano zwigzek
mig¢dzy liczbg mikronaczyfi w preparacie histolo-
gicznym i stadium N, co potwierdza wyniki obser-
wacji innych autoréw (10-13, 16, 17). Badania
zwigzku miedzy wskaznikami angiogenezy i inny-
mi cechami klinicznymi i patologicznymi guza nie
wykazaly istotnych zaleznosci. Podobnie jak
w pracach innych autoréw [10, 20] wykazano, ze
powierzchnia mikronaczyn jest zwigzana z czasem
przezycia pacjentow.

tworami w obrgbie glowy i szyi. Autorzy nie
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