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Wstep: Wysoka agresywnosc¢ raka jezy-
ka i dna jamy ustnej jest spowodowa-
na przede wszystkim duza zdolnoscia
do tworzenia przerzutéw do okolicznych
weztéw chtonnych, a takze tendencja
do powstawania wznéw miejscowych.
To witasnie te dwa czynniki sa odpowie-
dzialne za fakt, iz rokowanie u wiekszo-
Sci chorych na raka ptaskonabtonkowe-
g0 jamy ustnej pozostaje niepomyslne.
Cel pracy: Celem niniejszej pracy byta
analiza 32 przypadkéw raka ptaskona-
btonkowego jezyka i dna jamy ustnej
oraz préba zestawienia wynikéw badan
immunohistochemicznych dla MMP9
oraz elF4E z danymi klinicznymi — zdol-
noscig do tworzenia przerzutéw oraz
standardowymi technikami histologicz-
nej oceny guza.

Materiat i metody: Przedmiotem badan

byta tkanka nowotworowa pochodzaca

od 29 chorych na raka ptaskonabtonko-
wego jamy ustnej, w tym w 16 przypad-
kach czesci wolnej jezyka, w 4 nasady
jezyka oraz w 9 dna jamy ustnej, ktorzy
zostali poddani leczeniu chirurgiczne-
mu. W barwieniu immunohistochemicz-
nym zastosowano technike avidin-bio-
tin method. W celu oceny statystycznej
zastosowano testy Fishera-Freemana-

-Haltona.

Wyniki: Porownujac obecnos¢ histolo-

gicznie potwierdzonych przerzutéw

do weztdéw chtonnych szyi, wykazano
istotne statystycznie zaleznosci zaréw-
no pomiedzy liczbg wybarwionych ko-
morek dla MMP-9 (p=0,0306), jak i in-
tensywnoscig wybarwienia (p=0,0415).
Intensywnos¢ wybarwienia dla elFAE nie
osiggneta poziomu istotnosci statystycz-
nej (p=0,8924). Analiza zaleznosci wy-
stepowania wznéw miejscowych z eks-
presja MMP-9 oraz elF4E wyrazong
liczbg wybarwionych komérek oraz in-
tensywnoscia wybarwienia nie wykaza-
ta zwigzku istotnego statystycznie

(MMP-9 liczba komorek wybarwionych

p=0,5757; intensywnos¢ wybarwienia

p=0,4320; elF4E intensywnos¢ wybar-
wienia p=0,5600).

Whioski:

1. MMP-9 wydaje sie miec¢ istotny
wptyw na przerzutowanie do regio-
nalnych weztéw chtonnych.

2. Ze wzgledu na wysoka czutos¢, im-
munohistochemiczna ocena stopnia
ekspresji 4E w obrebie guza zdaje sie
miec ograniczong przydatnosc. Nie-
mniej jednak technika ta wydaje sie
by¢ obiecujaca w ocenie histopatolo-
gicznie czystych margineséw chirur-
gicznych.

Stowa kluczowe: rak jamy ustnej, rak
ptaskonabtonkowy, badania immunohi-
stochemiczne MMP-9, elF4E.

Ocena przydatnosci badania ekspresji
MMP-9 oraz elF4E w raku
ptaskonabtonkowym jezyka

i dna jamy ustnej
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Wstep

Okoto potowa wszystkich nowotworéw gtowy i szyi to nowotwory jamy
ustnej. Sposréd 615 tys. zarejestrowanych na swiecie nowych przypadkéw
nowotworéw ztosliwych regionu gtowy i szyi w 2000 r. 300 tys. stanowity
pierwotne raki ptaskonabtonkowe jamy ustnej. Niezwykle ztosliwy charak-
ter raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej sprawia, iz nowotwo6r ten w sa-
mych tylko Stanach Zjednoczonych zabija co godzine jednego pacjenta, co
stawia go wsrdd wszystkich nowotwordw ztosliwych na 6. miejscu [1].

Tak wysoka agresywnos¢ raka jezyka i dna jamy ustnej jest spowodowa-
na przede wszystkim duza zdolnoscia do tworzenia przerzutéw do okolicz-
nych weztéw chtonnych, a takze tendencja do powstawania wznéw miej-
scowych. Wtasnie te dwa czynniki sg odpowiedzialne za fakt, ze rokowanie
u wiekszosci chorych na raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej pozostaje
niepomyslne [2].

Rozw6j nowotworu oraz tendencja do tworzenia przerzutéw wymagaja
ztozonego procesu interakcji pomiedzy komorka nowotworowg a otaczaja-
3 ja struktura, tzw. macierza pozakomérkowa (ang. extra cellular matrix).
Macierz pozakomoérkowa odgrywa istotng role w kontroli proliferacji komor-
ki, jej r6znicowania, wchodzenia w proces apoptozy, jak réwniez zapewnia
odzywianie komérek proliferujgcego nowotworu. Degradacja ECM jest nie-
watpliwie jednym z kluczowych zjawisk odpowiedzialnych za inwazje nowo-
tworu i jego potencjat metastatyczny [3].

Wsrod enzymow odpowiedzialnych za degradacje macierzy pozakomor-
kowej, najwazniejsza role odgrywaja metaloproteinazy (MMPs). Jest to ro-
dzina cynkozaleznych endopeptydaz, ktére maja zdolnos¢ degradacji wiek-
szosci komponentow ECM [4].

Metaloproteinaza 9 (MMP-9) stanowi obok metaloproteinazy 2 jeden z le-
piej zbadanych czynnikéw, ktérego wysoka ekspresja jest zwigzana z wyso-
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Introduction: The high invasiveness of
the squamous cell carcinoma of the
tongue and floor of the mouth is caused
by its ability to metastasize to the local
lymph nodes and high local recurrence
rate. These two factors are responsible
for the poor prognosis.
Aim of the study: The objective of this
study was to analyze twenty nine cases
of squamous cell carcinoma of the tongue
and floor of the mouth and comparison
the results of immunohistochemical
stainings for MMP9 and elF4E with the
clinical data concerning metastases and
the standard pathological techniques of
tumor evaluation.

Material and methods: The material

comprised of formalin fixed, paraffin

embedded tumor tissue of 29 oral
cancer patients who underwent radical,
primary surgery.

Sixteen tumors were extracted from the

free part of the tongue, four from the base

of the tongue and nine from the floor of
the mouth. The immunohistochemical
stainings were preformed with a use of
avidin-biotin method. The Fisher-Freeman-

-Halton test was used for statistical

analysis.

Results:  Statistically  significant

associations were found between the

number of stained cells(p=0.0306) and
the staining intensity (p=0.0415) for

MMP-9 and the metastases to the local

lymph nodes. The staining intensity for

elF4E did not reach the level of statistical
significance (p=0.8924). The analysis
comparing local recurrence with MMP-9
and elF4E expression, demonstrated as
the number of stained cells and the
staining intensity, did not reveal
statistically significant associations

(MMP-9: number of stained cells

p=0.5757, staining intensity: p=0.4320;

elF4E staining intensity: p=0.5600).

Conclusions:

1. The expression of MMP-9 appears to
be associated with the formation of
metastases to the lymph nodes.

2. It seems that immunohistochemical
evaluation of the 4E expression in the
primary tumor region is of no use
because of high sensitivity. However,
this technique may be useful for the
evaluation of “pathologically clean”
surgical margins.

Key words: oral cancer, SCC, immunohi-
stochemical staining MMP-9, elF4E.

kim potencjatem metastatycznym, a takze niepomysinym rokowaniem w ra-
ku ptaskonabtonkowym gtowy i szyi [3, 4].

Eukariotyczny czynnik inicjacji translacji 4E (elF4E) ma zdolnos¢ specyficz-
nego wigzania do tzw. kapéw mRNA na pierwszym etapie rekrutacji mRNA
oraz zdolnos¢ utworzenia wtérnej struktury w regionie 5’UTR mRNA. Tak zwa-
ne stabe RNA, jak np. bFGF, maja dtugie fragmenty 5’UTR i charakteryzuja sie
wysokim potencjatem formowania stabilnych, wtérnych struktur przestrzen-
nych. Przy niskich poziomach elF4E, stabe mRNA ulegaja translacji w sposéb
ograniczony. Wysoki poziom elF4e implikuje natomiast niekontrolowany
wzrost komérek, charakterystyczny dla nowotwordw [5, 6].

Niskie wskazniki skutecznosci leczenia w rakach ptaskonabtonkowych je-
zyka i dna jamy ustnej s3 zwigzane gtéwnie z bardzo czestym wystepowa-
niem wznow miejscowych, czego przyczyng w duzej mierze jest niewystar-
czajgco szeroki zabieg operacyjny. Tylko mozliwos¢ wykrywania procesu
nowotworowego przy uzyciu odpowiednich markeréw na poziomie moleku-
larnym pozwolitaby na zmniejszenie wysokich wskaznikéw wznéw miejsco-
wych, a co za tym idzie — na indywidualna modyfikacje terapii w zaleznosci
od ryzyka powstawania wznowy. Potencjalne uzycie elF4E jako markera pro-
gnostycznego jest obecnie szeroko dyskutowane.

Celem niniejszej pracy byta analiza 29 przypadkéw raka ptaskonabtonko-
wego jezyka i dna jamy ustnej oraz préba zestawienia wynikéw badan im-
munohistochemicznych dla MMP-9 oraz elF4E z danymi klinicznymi — zdol-
noscia do tworzenia przerzutéw oraz standardowymi technikami
histologicznej oceny guza.

Materiat i metody

Przedmiotem badan byta tkanka nowotworowa pochodzaca od 29 cho-
rych na raka ptaskonabtonkowego jamy ustnej, ktérzy zostali poddani lecze-
niu chirurgicznemu. W 16 przypadkach byt to rak czesci wolnej jezyka,
w 4 nasady jezyka, a w 9 dna jamy ustnej. Wiek chorych wahat sie 28-77 lat
i Srednio wynosit 64 lata. W badanej grupie chorych dominowali mezczyzni
(72%), kobiety stanowity 28%.

Chorzy byli leczeni w Klinice Otolaryngologii i Onkologii Laryngologicznej
Akademii Medycznej im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu (obecnie Uniwer-
sytet Medyczny im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu).

Wszelkie dane dotyczace stopnia zréznicowania histologicznego (G), kla-
syfikacji TNM oraz stopnia klinicznego zaawansowania nowotworu zostaty
szczegdtowo przeanalizowane. Nowotwory zostaty sklasyfikowane wg stan-
dardéw UICC.

Materiat tkankowy bezposrednio po wykonaniu zabiegu operacyjnego byt
utrwalany w buforowanej 0,1 M buforem fosforanowym o pH=7,4 4-procen-
towej formalinie, uzyskiwanej z paraformaldehydu. Po 4 godz. wycinki byty
ptukane buforem i wodg, a nastepnie zatapiane w parafinie o niskim punk-
cie topliwosci. Skrawki parafinowe po wybarwieniu hematoksyling i eozyng
stuzyty do ustalenia rozpoznania histopatologicznego, byty takze oceniane
pod katem przydatnosci do badan immunohistochemicznych z uzyciem od-
powiednich przeciwciat monoklonalnych przeciwko antygenom komérek pro-
liferujacych.

W barwieniu immunohistochemicznym zastosowano technike avidin-bio-
tin method, w ktérej wykorzystuje sie peroksydaze jako enzym obturacyjny,
natomiast dwuaminobenzydyne jako chromogen. Uzyte zostaty nastepuja-
ce przeciwciata — elF4E (N-19) sc6967 200 ng/ml (Santa Cruz), Sec Ab til 4E
— ployclonal rabbit anti goat 1gG 70454 (DAKO), Anti-MMP-9 (626-644)
(Ab-9), Human (Mouse) 100 ug/ml (Calbiochem).

Wybarwienie komaérek nowotworowych dla MMP-9 i elF4E oceniano dwu-
kierunkowo — ilosciowo przez ocene liczby wybarwionych komaérek, jak réw-
niez jakosciowo przez okreslenie intensywnosci wybarwienia.

Do oceny liczby wybarwionych komérek nowotworowych zaadaptowa-
no 5-stopniowa skale: O — ponizej 1% komorek nowotworowych pozytyw-
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nych, 1+ —1-9% komaorek nowotworowych pozytywnych
2+ — 10-49% komorek nowotworowych pozytywnych,
3+ — 50-100% komérek nowotworowych pozytywnych.
Do oceny jakosciowej stopnia wybarwienia zastosowano
natomiast skale 3-stopniowa: + wybarwienie nieznaczne,
++—wybarwienie srednie, +++ — wybarwienie intensywne.
Do wtasciwego okreSlenia wybarwienia oceniano kazdora-
zowo co najmniej 500 komérek.

Do oceny statystycznej zastosowano test Fishera-Freema-
na-Haltona.

Wyniki

W badanym materiale zdecydowanie przewazaty gu-
zy T4-20 i kolejno T3-5 oraz T2-3. Przerzuty do weztéw
chtonnych potwierdzone histologicznie stwierdzono
N1-13 i N2-3. W zadnym przypadku nie stwierdzono prze-
rzutéw odlegtych. W ocenie histopatologicznej znaczaca
wiekszos¢ stanowity raki o srednim (G2-18) oraz wysokim
(G1-9) stopniu zréznicowania histologicznego. Do kate-
gorii G3, rakéw o najnizszym stopniu zréznicowania, za-
kwalifikowano tylko jeden przypadek. Wystepowanie
wznowy miejscowej po zabiegu chirurgicznym stwierdzo-
no w 9 przypadkach.

W tab. 1. przedstawiono wyniki analizy barwienia immu-
nohistochemicznego dla MMP-9. U 19 chorych stwierdzo-
no wybarwienie cytoplazmatyczne w ponad potowie komo-
rek nowotworowych. W wiekszosci przypadkéow (23) stopien
wybarwienia okreslono jako srednio intensywny (++).

W tab. 2. przedstawiono charakterystyke analizy barwien
immunohistochemicznych dla elF4E. Na uwage zastuguje
fakt, ze wszystkie 28 przypadkéw zakwalifikowano do gru-
py 3+, a wiec ponad 50% komérek nowotworowych ulegto
wybarwieniu. W zasadzie w wiekszosci przypadkéw odse-
tek wybarwionych komérek siegat blisko 100%. Wiekszosé
komérek nowotworowych wybarwita sie w sposéb srednio
intensywny (++).

Poziomy ekspresji MMP-9 oraz elFAE wyrazone przez licz-
be wybarwionych komérek oraz intensywnos$¢ wybarwienia
zestawiono z danymi dotyczacymi wielkosci guza T, obecno-
Scig przerzutéw do weztéw chtonnych N oraz wystepowa-
niem wznow miejscowych.

W poréwnaniu cechy T z liczba komérek wybarwionych
oraz intensywnoscig wybarwienia dla MMP-9 i elF4E nie
uzyskano istotnych zaleznosci (odpowiednio p=0,7511
i p=0,7603 dla MMP-9 oraz p=0,2589 dla stopnia wybar-
wienia elF4E).

Poréwnujac obecnosé histologicznie potwierdzonych
przerzutéw do weztdw chtonnych szyi, wykazano istotne
statystycznie zaleznosci zaréwno pomiedzy liczbg wybar-
wionych komaérek dla MMP-9 (p=0,0306), jak i intensyw-
noscig wybarwienia (p=0,0415). Intensywnos¢ wybarwie-
nia dla elF4E nie osiagneta poziomu istotnosci statystycznej
(p=0,8924). Analiza zaleznosci wystepowania wzndw miej-
scowych z ekspresjag MMP-9 oraz elF4E wyrazong liczba
wybarwionych komarek oraz intensywnoscia wybarwienia
nie wykazata zwiazku istotnego statystycznie (MMP-9 licz-
ba komérek wybarwionych p=0,5757, intensywnos$¢ wy-
barwienia p=0,4320; elF4E intensywnos¢ wybarwienia
p=0,5600).

Tabela 1. Liczba komérek wybarwionych oraz intensywnos¢ wy-
barwienia dla MMP-9

Table 1. The number of the cells stained and the staining intensity
for the MMP-9

Liczba Liczba Intensywnosé Liczba
wybarwionych przypadkéw wybarwienia  przypadkéw
komérek
0 0 0 0
1+ 1 + 2
2+ 8 ++ 23
3+ 19 AR 3

Tabela 2. Liczba komérek wybarwionych oraz intensywnos¢ wy-
barwienia dla elF4E

Table 2. The number of the cells stained and the staining intensity
for the elF4E

Liczba Liczba Intensywnosé Liczba
wybarwionych przypadkéw wybarwienia  przypadkéw

komérek

0 0 0 0

1+ 0 3 8

2+ 0 ++ 18

3+ 28 +4++ 2
Dyskusja

Metaloproteinazy sg rodzing enzymow proteolitycznych
zaangazowanych w degradacje komponentéw macierzy po-
zakomorkowej. Proces ten odgrywa kluczowa role w rozwo-
ju nowotworu na poszczegélnych etapach, takich jak nacie-
kanie, angiogeneza czy wreszcie tworzenie przerzutow.
W pismiennictwie istnieje wiele prac opisujacych ekspresje
metaloproteinaz i ich wptyw na progresje raka ptaskona-
btonkowego. Wysokie wartosci ekspresji MMPs sg opisy-
wane stosunkowo czesto w rakach ptaskonabtonkowych
gtowy i szyi. Czesto wykazuje sie istotne korelacje pomie-
dzy poziomem ekspresji, wyrazonym poprzez stopief wy-
barwienia w barwieniach immunohistochemicznych, a obec-
noscig przerzutéw do okolicznych weztéw chtonnych [4].

Niektorzy autorzy krytykujg immunohistochemiczne ba-
danie ekspresji biatka, wskazujg na jego ograniczong przy-
datnos¢ w ocenie aktywnosci enzymatycznej MMP-9, sto-
sujac jako metode badawczg zymografie. Jednakze wg Ikebe
i wsp. [7] istnieje istotna zaleznos¢ pomiedzy stopniem wy-
barwienia a aktywnoscig enzymatyczna mierzona za pomo-
ca zymografii.

Pozytywne wybarwienie ponad 50% komarek rakowych
w naszym materiale odnotowano w 68%, co daje wynik
wyzszy niz opublikowany przez Riedela i wsp. [8], lecz niz-
szy niz osiagniety przez Kurahare i wsp. [9].

Przerzuty do szyjnych weztéw chtonnych wystepuja
w ok. 50% przypadkéw nowotwordw gtowy i szyi i w spo-
sob istotny wptywajg na rokowanie [10]. W naszym mate-
riale przerzuty do weztdéw chtonnych szyjnych, okreslonych
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jako N1i NO stwierdzono w 49% przypadkéw. Istnieje wie-
le doniesien, wskazujacych na istotng zaleznos¢ pomiedzy
obecnoscia histologicznie potwierdzonych przerzutéow
do weztéw chtonnych szyi a liczbg wybarwionych komérek
i stopniem ich wybarwienia [3, 11]. W badanym przez nas
materiale wykazano istotne statystycznie korelacje pomie-
dzy potwierdzonymi histopatologicznie przerzutami do we-
ztéw a liczbg wybarwionych komérek (p=0,0415) oraz stop-
niem wybarwienia (p=0,0306) dla MMP-9. Nie wykazano
istotnego zwigzku pomiedzy nadekspresjag MMP-9 i wyste-
powaniem wznéw miejscowych. W literaturze jest stosun-
kowo niewiele doniesien, ktére poréwnuja te parametry.
O-Charoenrat i wsp. [12] réwniez nie wykazali istotnej za-
leznosci.

Podwyzszone poziomy ekspresji protoonkogenu elF4E
stwierdza sie we wszystkich rakach ptaskonabtonkowych
regionu gtowy i szyi, natomiast nie wystepuja one w zmia-
nach tagodnych. Badania majace na celu okreslenie pozio-
mu elF4E w komdrkach nabtonka zmienionych zapalnie nie
wykazaty istotnego wzrostu ekspresji [13]. Sprawia to, ze
elFAE jest uznany za uzyteczny marker stuzacy do oceny
tkanki guza.

W materiale przedstawionym przez autoréw w niniej-
szej pracy stwierdzono nadekspresje elF4E w 100% przy-
padkéw (28 na 28), uzyskujac wynik podobny do wiekszo-
sci autorow [14]. We wszystkich przypadkach liczbe
wybarwionych komérek oceniono na 3+, a wiec ponad 50%
komoérek ulegto wybarwieniu. Intensywnos¢ wybarwienia
w wiekszosci przypadkéw okreslono jako srednio inten-
sywny (2+).

Istnieje wiele prac wskazujacych na istotne korelacje
pomiedzy poziomami ekspresji elF4E w rakach ptaskona-
btonkowych gtowy i szyi a parametrami warunkujacymi
progresje nowotworu, takimi jak przerzuty do weztow
chtonnych [15]. W niniejszej pracy zalezno$¢ pomiedzy
poziomem ekspresji elF4E a obecnoscig przerzutow
do weztow szyi nie osiggneta poziomu istotnosci staty-
stycznej (p=0,8924). Nie wykazano réwniez zaleznosci
pomiedzy poziomem ekspresji a wystepowaniem wznéw
(p=0,5670). Wielu autoréw wykazuje pozytywne korela-
cje dotyczace wznéw miejscowych z oceng stopnia eks-
presji w obrebie margineséw chirurgicznych [14, 16, 17].
Fakt, iz 100% komorek nowotworowych ulega wybarwie-
niu dla elF4E sprawia, ze znalazt on zastosowanie jako
marker stuzacy do oceny margineséw chirurgicznych okre-
Slonych w rutynowym badaniu histopatologicznym jako
onkologicznie czyste.

Whioski

1. Rutynowe badanie histologiczne powinno by¢ uzupetnio-
ne dodatkowymi technikami oceniajacymi biologie ko-
morki nowotworowej w raku jezyka i dna jamy ustnej.

2. MMP-9 wydaje sie mie¢ istotny wptyw na przerzutowa-
nie do regionalnych weztéw chtonnych.

3. Ze wzgledu na wysoka czutos¢ immunohistochemiczna
ocena stopnia ekspresji 4E w obrebie guza zdaje sie miec¢
ograniczong przydatnos¢. Niemniej jednak technika ta
wydaje sie obiecujaca w ocenie histopatologicznie czy-
stych margineséw chirurgicznych.
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