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Streszczenie

Cel pracy: Poréwnanie angiogenezy nowotworowej ocenianej jako gestos¢ mikrokapilar (MVD) i towarzy-
szacych tym naczyniom pericytéw w guzach ztosliwych jajnika u kobiet.

Materiat i metody: Grupa badana obejmowata 77 chorych, wsrdd ktorych 45 byto po menopauzie. Poréw-
nano zaleznosci pomiedzy immunohistochemiczng ekspresja aktyny miesni gtadkich (alfa-SMA) oraz desminy,
jako markeréw pericytéw oraz antygenu CD34 jako markera mikronaczyn a typem i stopniem zréznicowania hi-
stologicznego, stadium zaawansowania nowotworéw wg FIGO oraz statusem menopauzalnym badanych kobiet.

Wyniki: W guzach kobiet przed menopauza ekspresja CD34 byta nizsza w poréwnaniu do pacjentek po meno-
pauzie (p<0,005). Ocena gestosci pericytdw przy pomocy oceny ekspresji desminy wykazata, ze w badanej grupie
mediana dla tego parametru wynosita 4,8 (zakres 0,0-25,8), przy czym w 12 przypadkach stwierdzono brak reak-
cji barwnych z przeciwciatem anty-desmina (w tym 3 chore po menopauzie). Gestos¢ pericytdw oceniana przy uzy-
ciu markera alfa-SMA wynosita 10,5 (zakres 2,7-47,0). Wartosci mediany gestosci pericytow badanych przy pomo-
cy kazdego z markeréw nie roznity sie istotnie pomiedzy grupami nowotworéw w zaleznosci od ich stopnia zr6z-
nicowania histologicznego. Status menopauzalny badanych pacjentek réwniez nie wptywat istotnie na wyniki oce-
ny gestosci pericytéw wokoét sieci naczyh nowotworowych. Ekspresja alfa-SMA byta istotnie skorelowana z ekspre-
sja desminy (R=0,61, p<0,0001). Stwierdzono dodatnig korelacje pomiedzy gestoscig mikronaczyn identyfikowa-
nych przy pomocy CD34, a liczba pericytow identyfikowanych zaréwno przy pomocy alfa-SMA (R=0,57 p<0,0001),
jak i desminy (R=0,40 p=0,0002). Zaobserwowano ponadto ujemna zaleznos¢ pomiedzy gestoscig mikronaczyn
a tzw. wskaznikiem pokrywy pericytéw (PCl) ocenianym przy pomocy alfa-SMA (R=-0,35 p=0,001).

Whioski: Na podstawie przeprowadzonych badan sadzimy, ze niezaleznie od statusu menopauzalnego oce-
na gestosci pericytow w powiazaniu z analiza mikroangiogenezy moze by¢ przydatnym prognostycznie para-
metrem w réznicowaniu charakteru angiogennego nowotwordw ztosliwych jajnika u kobiet.

Stowa kluczowe: angiogeneza, guzy ztosliwe jajnikow

Summary

Material and methods: We compared microvessel density (MVD) and pericytes expression in malignant
ovarian tumors of 45 postmenopausal and 32 premenopausal women who were operated in the It Department
of Gynecology of Medical University in Lublin between 2002 and 2004. Immunohistochemistry was performed
and MVD was assesed with the use of anti CD34 antibody (Dako, Denmark), whereas pericytes were detected
with anti-smooth muscle actin (alpha-SMA) and anti-desmin specific monoclonal antibodies.

Results: Additionally, the so called pericytes coverage index (PCl) was calculated for each tumor. MVD was si-
gnificantly higher in malignant tumors of postmenopausal women when compared to premenopausal patients
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(p<0.005). Medians of pericytes as measured with alpha-SMA or desmin were not significantly different between
the groups. Desmin expression was highly correlated with alpha-SMA expression (R=0.61, p<0.0001). The median
number of desmin-positive cells per high-power field was 4,8 (range: 0.0-25.8), however, in 12 tumors (including
3 postmenopausal women) there was no positive staining with anti-desmin antibody. Malignant tumor median pe-
ricyte density assessed with alpha-SMA was 10,5 (range: 2.7-47.0). There was a positive correlation of MVD-CD34
and pericytes median numbers for both alpha-SMA (R=0,57; p<0.0001) and desmin (R=0.40; p=0.0002). A negati-
ve correlation between MVD and PCl as measured with alpha-SMA was also found (R=-0.35; p=0.001).
Conclusions: We conclude that regardless of the women’s menopausal status the assessment of pericytes
expression and microvessel density may be used in the malignant ovarian tumors angiogenic characterization.

Key words: angiogenesis, malignant ovarian tumors

Wstep

Wzrost kazdego guza ztosliwego wymaga dostarcze-
nia sktadnikéw odzywczych poprzez juz istniejace, albo
nowo powstajgce naczynia. Pomimo wieloletnich badan,
szczegblnie intensywnie prowadzonych w minionej de-
kadzie, molekularne mechanizmy kontrolujace angioge-
neze nowotworowa u kobiet po menopauzie s3 ciagle
jeszcze stosunkowo stabo poznane. Zrozumienie tych
mechanizméw moze by¢ przydatne u chorych ze ztosli-
wymi guzami jajnika, u ktérych znalezienie nowych me-
tod pozwalajacych na wczesniejsze rozpoznawanie roz-
siewu nowotworu moze miec¢ istotny wptyw na progno-
zowanie wynikéw leczenia operacyjnego i ocene odpo-
wiedzi na chemioterapie [1, 2]. Szeroko przyjeta metoda
oceny neoangiogenezy jest badanie gestosci mikrona-
czyh czesto okreslanej skrotem MVD (od MicroVessel
Density) w najbardziej unaczynionych czesciach guzéw
nowotworowych [3]. Identyfikacja kapilar mozliwa jest
dzieki obecnosci specyficznych dla endoteliocytéw anty-
gendw, takich jak czynnik VIII, CD31 czy CD34 wykrywa-
nych metodami immunohistochemicznymi [4, 5, 6].
Przydatnos¢ histologicznego badania mikroangiogenezy
w usunietych guzach ztosliwych pozostaje jednak nadal
kontrowersyjna, a stosowane obecnie metody oceny
unaczynienia bardzo czesto nie odzwierciedlaja precy-
zyjnie dynamicznych proceséw zwigzanych z powstawa-
niem sieci mikrokapilar [2]. Z tego wzgledu w badaniach
nad potencjalng rolg prognostyczng poszczegélnych
czynnikéw podejmowane sg préby wykorzystania in-
nych antygenéw zwigzanych ze srédbtonkiem lub z ko-
moérkami otaczajacymi naczynia guza [7, 8].

W ostatnich latach zwrécono szczegbélng uwage na
pericyty towarzyszace mikronaczyniom guzéw ztosliwych.
Ze wzgledu na swoje dtugie wypustki cytoplazmatyczne
oraz rozlegte elementy cytoszkieletu uwazane sa za ko-
morki, ktére stabilizujg i ochraniajg sciany drobnych na-
czyn [9]. Komorki te moga w istotny sposéb wptywaé na
fizjologie mikrokapilar guza, a posrednio takze na jego
rozwdj i powstawanie przerzutéw odlegtych, gdyz uczest-
nicza w syntezie czynnikéw angiogennych i wzrostowych
wptywajacych na proliferacje i dojrzewanie endoteliocy-
tow [9, 10]. W celu immunohistochemicznej identyfikacji
pericytow wykorzystywane sa r6znorodne markery, takie

jak a-SMA (aktyna miesni gtadkich-alfa), tropomiozyna,
desmina oraz aminopeptydazy A i N [11-13]. Ekspresja
tych markeréw rézni sie w zaleznosci od rodzaju narzadu,
w ktérym badana jest obecnos¢ pericytow. W przypadku
guzéw nowotworowych najczesciej stosowane byty prze-
ciwciata skierowane przeciwko a-SMA oraz przeciwko de-
sminie [7, 13]. Angiogeneza nie wystepuje fizjologicznie
u kobiet po menopauzie, a w dostepnym pismiennictwie
istnieja sprzeczne doniesienia na temat przydatnosci oce-
ny pericytéw oraz liczby mikronaczyh jako potencjalnych
czynnikdw prognostycznych w guzach jajnika [2, 7, 14, 15].
Z wymienionych wzgleddw celem pracy byto poréwnanie
mikorangiogenezy i wystepowania pericytéw w guzach
ztosliwych jajnika w zaleznosci od statusu menopauzal-
nego operowanych kobiet, a takze od rodzaju i zaawanso-
wania klinicznego guza.

Materiat i metody

Badaniami objeto grupe 45 kobiet po menopauzie
i 32 kobiety przed menopauza, ktére byty operowane
z powodu guzdéw ztosliwych jajnika w | Klinice Gineko-
logii Akademii Medycznej w Lublinie w latach od
2001-2005. Menopauze zdefiniowano jako wiek, w kt6-
rym uptynat minimum rok od ostatniego krwawienia,
albo u kobiet po histerektomii ukoniczony 45. rok zycia.
U kazdej z 77 pacjentek oceniano typ i stopief zr6zni-
cowania histologicznego guza, stadium zaawansowania
klinicznego wg FIGO oraz jej status menopauzalny. Ma-
teriat do badan histologicznych i immunohistochemicz-
nych pobrano z centralnej czesci zmiany z pominieciem
obszaréw martwiczych oraz obszaréw naciekania sa-
siednich narzadéw. Badania immunohistochemiczne
wykonano w Zaktadzie Patomorfologii AM w Lublinie
na seryjnych skrawkach grubosci 5 um reprezentatyw-
nych preparatéw guzéw ztosliwych utrwalonych w for-
malinie. Po odparafinowaniu i uwodnieniu materiatu
tkankowego w szeregu alkoholowym zastosowano pro-
cedure odstoniecia determinanty antygenowej wyko-
rzystujac bufor cytrynianowy (0,01 M; pH 6,0) i 2 cykle
mikrofalowe (kazdy po 5 min, moc 750 W). Aktywnos¢
endogennej peroksydazy blokowano 3% roztworem
nadtlenku wodoru przez 20 min w temperaturze poko-
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Ryc. 1. Mikronaczynia (gérny panel) i otaczajace pericyty (dolny panel) w raku jajnika. Powiekszenie 200x
a. Ekspresja CD34 w komérkach srédbtonka w raku surowiczym jajnika

b. Ekspresja CD34 w mikronaczyniach w guzie $luzowym
c. Ekspresja alfa-SMA w pericytach wokét mikrokapilar guza

d. Ekspresja desminy w pericytach (a); brak ekspresji desminy w pericytach otaczajacych duze naczynia oraz niektére mikroka-

pilary (b)

jowej. Preparaty ptukano kazdorazowo 3x5 min w bufo-
rze TBS, a nastepnie inkubowano z odpowiednim prze-
ciwciatem pierwotnym skierowanym przeciwko bada-
nemu antygenowi. Tabela | przedstawia zastosowane
przeciwciata pierwotne, ich rozcieficzenie oraz czas
i temperature inkubacji. Przeciwciato wtérne z kom-
pleksem streptawidyna/biotyna byto skoniugowane
z peroksydaza (LSAB2/HRP kit; DAKO, Dania). Peroksy-
daze wykrywano przy uzyciu chromogenu — roztworu
czterochlorku 3'-3-diaminobenzydyny (DAB, DAKO Da-
nia). Preparaty zostaty dodatkowo wybarwione hema-
toksyling Mayera. Kontrole negatywng stanowity iden-
tycznie przygotowane seryjne preparaty guzéw, ale bez
zastosowania przeciwciat. W kontroli pozytywnej wyko-
rzystano fragmenty prawidtowego endometrium.

W ocenie preparatéw histologicznych wykorzystano
mikroskop Olympus CX41 z kamera cyfrowa DP12 pota-
czony z komputerem typu PC. Obraz mikroskopowy ar-

19

chiwizowano i analizowano przy uzyciu programu DP-Soft
firmy Olympus (Japonia). Wszystkie pomiary badanych
markeréw dokonywano przy powiekszeniu, w ktérym
pole widzenia mikroskopu odpowiadato powierzchni
rownej 0,74 mm?. Pole powierzchni obrazu rejestrowa-
nego przez kamere cyfrowa widoczne na monitorze cy-
frowym byto mniejsze i wynosito 0,093 mm> Do oceny
liczby wybarwionych komérek lub grupy komorek za-
stosowano program DP-soft Measurement (Olympus)
i opcje count point. W najbardziej unaczynionych miej-
scach guza (tzw. hot spots) oceniano gestos¢ mikroka-
pilar w sposéb podany przez Weidnera i wsp. [3]. W tej
metodzie przy powiekszeniu mikroskopu kolejno x40
i x100 wybierano regiony zmiany nowotworowej o naj-
wiekszej w danym polu gestosci wybarwionych mikro-
naczyn. W miejscach tych w powiekszeniu mikroskopu
x200 oceniano liczbe kapilar. Kazda wybarwiona na
brazowo komérka lub grupa komérek srédbtonka, od-
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dzielona od sasiednich mikronaczyn, komérek guza, czy
innych elementéw tkanki tacznej, traktowana byta jako
odrebne pojedyncze mikronaczynia (ryc. 1a. i 1b.). Nie
brano pod uwage braku lub istnienia Swiatta naczynia
w badanej kapilarze. Naczynia krwionosne o Srednicy
powyzej 20 mm nie byty kwalifikowane do oceny gesto-
sci mikronaczyn [3].

Ekspresje desminy oraz o.-SMA oceniano na kolejnych
seryjnych przekrojach guza, w ktérych wczesniej zlokali-
zowano przy pomocy markera CD34 obszary o najwiek-
szej gestosci mikronaczyn. Kazda komorka z wybarwiona
na bragzowo cytoplazma zlokalizowana w sasiedztwie mi-
kronaczynia byta uznawana za pericyty (ryc. 1c. i 1d.). Ana-
lizowano pie¢ wybranych obszaréw guza. W celu pordw-
nania liczby pericytow wystepujacych w obrebie naczyh
z gestoscig mikronaczyh obliczono tzw. wskaznik pokrywy
pericytow otaczajacych mikronaczynia (PCI — Pericyte Co-
verage Index). Wskaznik ten zdefiniowano jako:

Cl < Srednia liczba pericytéw w polu widzenia x 100%
- érednia MVD-CD34

Wyniki pieciu kolejnych pomiaréw zostaty usrednio-
ne i poddane analizie statystycznej. Wartosci analizowa-
nych parametréw mierzonych w skali nominalnej scha-
rakteryzowano przy pomocy liczebnosci i odsetka, a war-
tosci w skali porzadkowej przy pomocy sredniej arytme-
tycznej, odchylenia standardowego i zakresu zmiennosci.
Pozostate parametry z uwagi na rozktad skosny zmien-
nych oceniano przy pomocy mediany i zakresu zmienno-
5ci z wyliczeniem 25. i 75. percentyla. Normalnos¢ rozkta-
déw badanych zmiennych ilosciowych oceniano przy po-
mocy testu W Shapiro-Wilka. Dla poréwnania wynikéw
powtarzanych pomiaréw zastosowano test jednoczynni-
kowej analizy wariancji ANOVA Friedmana. Ze wzgledu
na brak zgodnosci z rozktadem normalnym do wykrycia
istotnosci réznic miedzy cechami niepowigzanymi dla
dwéch grup uzyto nieparametrycznego testu U Manna-
-Whitney’a oraz testu kolejnosci rang ANOVA wg Kruska-
la, w przypadku wiecej niz dwoch grup. Zaleznos¢é zmien-
nych oceniono przy pomocy testu istotnosci wspétczyn-
nika korelacji rang Spearmana. Przyjeto 5% btad wnio-
skowania i zwiazany z nim poziom istotnosci statystycz-
nej p<0,05 wskazujacy na istnienie istotnych roznic,
badZ zaleznosci. Analize statystyczng przeprowadzono
przy pomocy programu Statistica v. 6.0 (Statsoft, Polska).

Wyniki

Badana grupa obejmowata 77 chorych z nowotwora-
mi ztodliwymi przydatkéw w wieku od 24 do 85 lat (Sred-
nia 56,01+ 12,7 lat). W grupie tej 32 (41,5%) kobiety byty
przed menopauza, a 45 (58,5%) byto po menopauzie.
W grupie przedmenopauzalnej srednia wieku wyniosta
44,4+7,5 lat, a w grupie pomenopauzalnej 64,4+8,3 lat.
Stopien zaawansowania klinicznego wg FIGO przedsta-
wiat sie nastepujaco: w | stopniu zaawansowania byto 15
chorych (2 po menopauzie), w Il stopniu —7 pacjentek (2
po menopauzie), w Il — 50 kobiet (38 po menopauzie)
a w IV stopniu — 5 (3 po menopauzie) chorych. Wyniki
oceny wybranych markeréw przedstawiono w tab. Il.

Ocena gestosci mikronaczyn przy pomocy
markera CD34

Najnizsze wartosci MVD ocenianego przy pomocy
CD34 wsrdd guzéw ztosliwych stwierdzono w gruczola-
korakach surowiczych (mediana = 16,8) Najwyzsza me-
diane gestosci mikronaczyh zaobserwowano w gruczo-
lakorakach $luzowych (mediana=27,4). Réznica pomie-
dzy tymi grupami byta bliska istotnosci statystycznej
(Z=-2,02 p=0,08). W grupie pozostatych guzéw ztosli-
wych mediana MVD wynosita 20,7. Stwierdzono wyste-
powanie istotnych statystycznie r6éznic w wartosciach
mediany MVD w zaleznosci od statusu menopauzalnego
chorych. W grupie kobiet przed menopauza ekspresja
CD34 byta nizsza w poréwnaniu do pacjentek po meno-
pauzie (p<0,05). Nie wykazano natomiast wystepowa-
nia istotnych statystycznie réznic w MVD w zaleznosci
od stopnia zréznicowania histologicznego nowotworu.
Mediana MVD w grupie kobiet w IV stopniu zaawanso-
wania klinicznego byta istotnie wyzsza w poréwnaniu
z grupa kobiet w IIl stopniu zaawansowania (Z=-2,07;
p=0,03). R6znice w medianach MVD pomiedzy Il a IV
stopniem zaawansowania klinicznego wg FIGO byty bli-
skie istotnosci statystycznej (Z=-1,86; p=0,06).

Ocena ekspresji desminy w badanych guzach
nowotworowych

Gestosé pericytow oceniana przy wykorzystaniu
przeciwciata anty-desmina w badanej grupie wynosita
4,8 (zakres 0,0-25,8). Brak reakcji barwnych z tym prze-
ciwciatem stwierdzono w 12 guzach, a w grupie tej by-

Tab. I. Rodzaje i wybrane parametry reakcji przeciwciat wykorzystanych w celu oceny badanych czynnikow zwigzanych z angio-

geneza w nowotworach ztosliwych jajnika

Przeciwciato Klon Rozcieficzenie Czas inkubacji Temperatura Firma
anty-CD34 monoklonalne mysie QBEnd/10 1:50 60 min pokojowa DAKO
anty-desmina monoklonalne mysieDE-R-11 1:25 30 min 37°C Novocastra
anty-a-SMA monoklonalne mysie o.-sm-1 1:50 90 min pokojowa Novocastra
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to 9 gruczolakorakéw surowiczych, 2 raki sluzowe i 1 en-
dometrioidalny. Najwyzszg gestos¢ pericytéw (media-
na=7,8) w grupie z dodatnig reakcja na desmine
stwierdzono w gruczolakorakach $luzowych. W gruczo-
lakorakach surowiczych mediana gestosci pericytow
wynosita 4,5, a w pozostatych typach histologicznych
4,9. Wartosci te nie r6znity sie istotnie pomiedzy gru-
pami nowotwordw w réznym stopniu zrdéznicowania
histologicznego. Status menopauzalny badanych pa-
cjentek rowniez nie wptywat istotnie na gestosé peri-
cytéw w badanych guzach nowotworowych. Najwyzsza
wartos¢ mediany w tej grupie guzéw stwierdzono
u chorych w IV stopniu zaawansowania nowotworu
ztosliwego

Mediana wskaznika pokrywy pericytow wokét mi-
kronaczyh nowotworowych identyfikowanych przy po-
mocy przeciwciata anty-desminy (PC/-desmina) w bada-
nej grupie wynosita 31,4% (zakres 0,0-89,3%). W grupie
gruczolakorakéw sluzowych wartoé¢ wskaznika PCl-de-
smina wynosita 28,6%, w rakach surowiczych 31,2%,
a w grupie pozostatych guzéw ztosliwych 36,2%. R6zni-
ce pomiedzy tymi grupami nie byty statystycznie istot-
ne. Status menopauzalny, stopief zréznicowania histo-
logicznego oraz stopief zaawansowania klinicznego nie
miaty istotnego wptywu na wartosci wskaznika PCl-de-

smina we wszystkich rodzajach histologicznych bada-
nych guzéw.

Ocena ekspresji alfa-SMA w pericytach
mikronaczyrh nowotworowych

Gestos¢ pericytéw oceniana przy uzyciu markera al-
fa-SMA wynosita 10,5 (zakres 2,7-47,0). Najwyzsza licz-
be pericytéw a-SMA-pozytywnych stwierdzono w gru-
czolakorakach Sluzowych (mediana=18,1). W gruczola-
korakach surowiczych mediana gestosci pericytow wy-
nosita 11,5, a w pozostatych typach histologicznych 8,5.
Réznice pomiedzy grupami byty istotne statystycznie
(p<0,05). Status menopauzalny oraz stopien zrdznico-
wania histologicznego nie wptywat istotnie na gestosé
pericytow ocenianych przy pomocy markera alfa-SMA.
Po uwzglednienieniu stopnia zaawansowania kliniczne-
go stwierdzono najwieksza liczbe pericytow w grupie
kobiet z w IV stopniu zaawansowania wg FIGO, nato-
miast najnizszag w Il stopniu zaawansowania, przy
czym rdznice byty istotne statystycznie (Z=-2,18;
p=0,02, test U Manna-Whitney’a).

Mediana wskaznika pokrywy pericytéw (PCl-o.-SMA)
w badanej grupie wynosita 59,1% (zakres 12,2-
-95,4%). W grupie gruczolakorakéw $luzowych stwier-

Tab. Il. Gestos¢ mikronaczyh oceniana jako ekspresja CD34 oraz ocena gestosci pericytéw na podstawie badania ekspresji
desminy i a-SMA w zaleznosci od rodzaju histologicznego guza, statusu menopauzalnego pacjentek, stopnia zréznicowania
histologicznego oraz stopnia zaawansowania klinicznego wg FIGO w badanej grupie kobiet

N CD34 DESMINA o-SMA
Typ histologiczny

surowicze 36 16,8 4,5 11,5
Sluzowe 11 27,4 p=0,2 7,8 p=0,35 18,1 p=0,04

inne 30 20,7 4,9 8,5

Status menopauzalny

przed MNP 32 14,3 4,4 8,0
p=0,02 p=0,42 p=0,34

po MNP 45 25 5,0 11,6

Stopief zréznicowania histologicznego

Gl 6 27,1 4,3 16,9
G2 32 17,8 p=0,43 5,6 p=0,98 9,2 p=0,13

G3 39 21,8 4,8 10,4

Stopien zaawansowania klinicznego

| 15 21,8 4,4 12,7

Il 7 22,6 6,8 10,4
p=0,14 p=0,17 p=0,05

I 50 16,3 4,5 8,0

v 5 33,0 14,6 15,6

MNP — menopauza
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dzono najwyzsza wartos¢ PCl-a-SMA réwna 64,2%.
U kobiet z guzami surowiczymi wartos¢ wskaznika PCl
o-SMA wynosita 62,6% a w grupie pozostatych nowo-
tworéw ztosliwych 47,5%. Roznice pomiedzy tymi gru-
pami nie byty istotne statystycznie. Status menopauzal-
ny kobiet, stopief zréznicowania histologicznego oraz
stopief zaawansowania klinicznego wg FIGO nie wpty-
wat istotnie na roéznice w wartosciach PCl-a-SMA w po-
szczegblnych grupach guzéw ztosliwych. Stwierdzono
pozytywna zalezno$¢ pomiedzy gestoscia mikronaczynh
identyfikowanych przy pomocy CD34 a liczbg pericytéw
a-SMA-pozytywnych (R=0,57 p<0,0001) i pericytow wy-
krytych dodatnig reakcjg na obecnos¢ desminy (R=0,40
p=0,0002). Stwierdzono réwniez negatywng korelacje
pomiedzy MVD guzéw a wskaznikiem pokrywy pericy-
téw alfa-SMA-pozytywnych (R=-0,35 p=0,001)

Dyskusja

Angiogeneza jest niezbedna dla wzrostu wiekszosci
litych guzéw nowotworowych powyzej 2-3 mm objeto-
Sci. Zwiekszanie rozmiaréw i masy guza oraz odprowa-
dzanie toksycznych metabolitow jest mozliwe dzieki
wzrostowi sieci mikrokapilar. Szereg dotychczasowych
doniesien wskazuje, ze gestos¢ mikronaczyf oceniana
metodami immunohistochemicznymi w guzach ztosli-
wych nie zawsze jest przydatnym wskaznikiem progno-
stycznym [2, 14]. Z tego wzgledu poszukiwane sg meto-
dy jeszcze doktadniejszej oceny powstawania i funkcjo-
nowania sieci mikronaczyn. Wyniki przeprowadzonych
przez nas badan wskazuja, ze srednia gestos¢ mikrona-
czyfh w rakach Sluzowych byta niemal 2-krotnie wyzsza
w poréwnaniu do rakéw surowiczych. Wydaje sie to po-
twierdzac teorie, ze angiogeneza moze by¢ indukowana
w rézny sposéb, zaleznie od narzadu oraz histologiczne-
go rodzaju guza. Jest réwniez prawdopodobne, Ze inne,
stabo poznane do tej pory mechanizmy molekularne mo-
ga rowniez odgrywac istotna role w progresji nowotworu
ztosliwego. Nasze obserwacje sg zgodne z wczesniejszy-
mi doniesieniami innych autoréw, ktérzy stwierdzili, ze
gestos¢ mikronaczyn w gruczolakorakach $luzowych by-
ta najwyzsza wsréd wszystkich badanych typéw histolo-
gicznych, natomiast najnizsza w rakach jasnokomérko-
wych [16, 17]. W analizowanych w tej pracy grupach ko-
biet przed i po menopauzie nie stwierdzono istotnych
réznic w MVD pomiedzy guzami o wysokim i niskim
stopniu zréznicowania. Nie stwierdzono réwniez réznic
w zaleznosci od stopnia zaawansowania klinicznego gu-
za ztosliwego. W badaniach przeprowadzonych przez
Amisa i wsp. poréwnano gestos¢ mikronaczyh w guzach
nieztosliwych oraz w rakach jajnika wykorzystujac prze-
ciwciato przeciwko VWF-VIII [6]. Srednie wartosci MVD
nie roznity sie istotnie w grupach guzéw ztosliwych i nie-
ztosliwych. Nakanishi i wsp. badajac angiogeneze w ra-
kach jajnika stwierdzili, Ze naczynia podlegaja jednako-

wej stymulacji czynnikami angiogennymi, niezaleznie od
stadium zaawansowania klinicznego nowotworu [17].

Orre i wsp. oceniali gestos¢ mikronaczyn w niezto-
sliwych, granicznych i ztosliwych nowotworach jajnika
przy wykorzystaniu trzech réznych markeréw srédbton-
ka: CD31, CD34 oraz antygenu czynnika VIII [18]. Wyniki
badah cytowanych autoréw réwniez potwierdzaja, hi-
poteze Ze gestos¢ mikronaczyh zalezna jest od rodzaju
histologicznego guza jajnika. Abulafia i wsp. poréwnali
gestos¢ mikronaczyn w guzach jajnika u kobiet w | stop-
niu zaawansowania choroby oraz w grupie kobiet z gu-
zami granicznymi [1]. Stwierdzono, ze MVD w guzach
ztosliwych byto znaczaco wyzsze w poréwnaniu do gu-
z6w jajnika o granicznej ztosliwosci. Moze to sugero-
wac, ze zjawisko angiogenic switch, czyli zmiana feno-
typu guza ze stanu réwnowagi naczyniowej na fenotyp
proangiogenny ma miejsce wtasnie w czasie transfor-
macji guza granicznego w nowotwor ztosliwy. Porowna-
nie mikroangiogenezy guza ocenianej jako ekspresja
antygenu CD34 ze stopniem zr6znicowania histologicz-
nego (G1-G3) oraz ze stadium klinicznym zaawansowa-
nia choroby nie wykazaty istotnych zaleznosci pomie-
dzy tymi cechami. Jest to zgodne z zaproponowana nie-
dawno hipoteza, Ze intensywne procesy neoangiogene-
zy zachodzg prawdopodobnie na bardzo wczesnym eta-
pie rozrostu nowotworowego [2]. Zaobserwowana
w analizowanej przez nas grupie kobiet istotna zalez-
nos¢ pomiedzy statusem menopauzalnym a gestoscia
mikronaczyh oceniang jako ekspresja antygenu CD34
wymaga dalszego potwierdzenia.

Wykorzystanie markeréw srédbtonka, takich jak
CD34, CD31 czy vVWF-VIIl umozliwia badanie mikrona-
czyn, ale nie pozwala na precyzyjna ocene aktywnosci
angiogennej guza. Najnowsze badania histomorfolo-
giczne wskazuja, ze pewne rodzaje guzéw moga byé
dobrze unaczynione bez wyraznej neoangiogenezy.
Dzieje sie tak prawdopodobnie dzieki wykorzystaniu
istniejacych juz naczyn gospodarza albo, jak w przy-
padku czerniakéw ztosliwych, dzieki wyksztatceniu ka-
natow naczyniopodobnych bez udziatu Ssrédbtonka.
Proces ten zostat nazwany mimikrg naczyniowa [19,
20]. Z tego wzgledu coraz czesciej zainteresowanie bu-
dzi mozliwos¢ oceny wystepowania i roli pericytéw. Ko-
morki te towarzyszac srédbtonkom odgrywaja szcze-
go6lna role w rozwoju i wzroscie mikrokapilar zaréwno
w fizjologii, jak i w procesach patologicznych. Trudno-
sci zwigzane z identyfikacja pericytéw w przypadku
zmian nowotworowych spowodowane s3 réznicami
w ekspresji (=) wykorzystywanych obecnie markeréw
tych komérek [11]. W dotychczas opublikowanych ba-
daniach stosowano najczesciej pojedyncze markery.
Prawdopodobnie z tego powodu pojawiaja sie duze
rozbieznosci w ocenie gestosci pericytow w otoczeniu
mikronaczyn guzéw ztosliwych [7, 15]. Jednoczesne wy-
korzystanie przeciwciat skierowanych przeciwko de-
sminie oraz alfa-SMA w naszych badaniach pozwolito
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na porébwnanie przydatnosci badanych markerow
w ocenie pericytow i mikronaczyn w duzej grupie zto-
Sliwych nowotworéw jajnika. Ekspresje alfa-SMA w ko-
moérkach sasiadujacych z mikrokapilarami stwierdzono
we wszystkich analizowanych przypadkach. Brak reak-
cji z przeciwciatem skierowanym przeciwko desminie
stwierdzono w 12 przypadkach (15%) badanych guzéw
jajnika. Interesujacym jest fakt, ze 75% tej grupy sta-
nowity raki surowicze. Mozna przypuszczaé, ze brak re-
akcji barwnej moze by¢ wynikiem braku desminy
w pericytach i nie wynika z nieobecnosci samych peri-
cytow. Wydaje sie, ze moze mieé zwigzek z typem hi-
stologicznym guza [13, 21].

W nielicznych do tej pory opublikowanych badaniach
opisujacych pericyty naczyh guzéw nowotworowych
wskazywano, ze gestos¢ pericytow w réznych guzach
waha sie od znaczacej do bardzo matej. W niektérych ob-
szarach guza pericyty wokét naczyn byty nieobecne [15].
Rozbieznosci wynikéw badah mozna ttumaczy¢ réznica-
mi w ekspresji markeréw pericytow w réznych typach hi-
stologicznych guzéw ztosliwych. W przeprowadzonych
badaniach stwierdzono tez, ze ekspresja alfa-SMA byta
istotnie skorelowana z ekspresja desminy. Srednia liczba
pericytéw w rakach jajnika identyfikowanych przy pomo-
cy alfa-SMA byta ponaddwukrotnie wyzsza w poréwna-
niu do liczby pericytéw identyfikowanych przy uzyciu de-
sminy (10,5 vs 4,8). Sugeruje to, ze u chorych z rakiem
jajnika marker alfa-SMA moze by¢ bardziej przydatny
w identyfikowaniu pericytow wokét sieci mikrokapilar
guza. Podobnie jak w przypadku sredniej gestosci mikro-
naczyn najwieksza gestos¢ pericytéw zaobserwowali-
Smy w gruczolakorakach $luzowych. Mediany komérek
wykazujacych pozytywna reakcje z przeciwciatami
przeciwko desminie, jak i na alfa-SMA réznity sie istotnie
pomiedzy guzami Sluzowymi i surowiczymi. Zaréwno
stopien zaawansowania klinicznego, jak i zréznicowania
histologicznego guzéw nie byty zwiazane z gestoscia pe-
ricytow w badanych guzach. Moze to potwierdzaé wcze-
Sniejsze przypuszczenia, ze w guzach ztodliwych jajnika
angiogeneza pojawia sie na bardzo wczesnym etapie
transformacji nowotworowej, a jej nasilenie jest prawdo-
podobnie zalezne od rodzaju histologicznego zmiany no-
wotworowe;j.

Morikawa i wsp. porownywali ekspresje desminy
i alfa-SMA w pericytach wokét mikronaczyn guzéw
oraz w tkankach prawidtowych [13]. Autorzy stwierdzi-
li, ze pericyty kapilar prawidtowych wykazuja ekspre-
sje desminy przy réwnoczesnym braku ekspresji alfa-
SMA. Komorki miesni gtadkich matych tetniczek i pe-
ricyty zyt wykazywaty dodatnia ekspresje obu bada-
nych markeréw. W przeciwiefstwie do tego ponad
97% naczyh krwionosnych badanych guzéw, w tym
rébwniez naczynia o rozmiarach mikrokapilar posiadaty
pericyty, ktore wykryto dzieki rownoczesnej dodatniej
reakcji na oba markery. Wydaje sie prawdopodobne,
ze pericyty w guzach ztosliwych syntetyzuja zaréwno
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alfa-SMA, jak i desmine, co odréznia te naczynia od
naczyh prawidtowych. Nietypowa ekspresja obu mar-
keréw pojawia sie najczesciej w czasie intensywnego
wzrostu guza.

Eberhard i wsp. poréwnali wskaznik pokrycia przez
pericyty naczyn w réznych rodzajach guzéw nowotworo-
wych, w tym w raku sutka, prostaty nerki i odbytu [15].
Autorzy stwierdzili istotne réznice w udziale pericytéw
wokot mikrokapilar w poszczegélnych rodzajach nowo-
tworéw. Unaczynienie raka sutka i odbytu charakteryzo-
wato sie najwyzszym, wynoszacym 70% odsetkiem pe-
ricytow zlokalizowanych bezposrednio wokét naczyn.
Glioblastoma i rak nerki z kolei charakteryzowaty sie naj-
nizszym odsetkiem tych komérek, a wskaznik pokrycia
naczyn przez pericyty wahat sie od 10-20%. W naczy-
niach prawidtowych odsetek ten wahat sie od 11%
w miesniu sercowym, przez 21% w miesniach szkieleto-
wych, 22-30% w modzgu i 41% w siatkdwce [9].

W badanych guzach ztosliwych ponad potowa mi-
kronaczyh byta pokryta pericytami wykazujacymi do-
datnia reakcje z przeciwciatem anty-alfaSMA. Interesu-
jaca wydaje sie w tej sytuacji negatywna korelacja po-
miedzy gestodcig mikronaczyn wskaznikiem pokrycia
naczyn pericytami-alfa-SMA-pozytywnymi. Wieksza ge-
stos¢ mikronaczyh w guzie zwigzana byta z mniejszym
udziatem pericytéw, co wskazuje na réznice w funkcjo-
nalnym statusie unaczynienia guzéw jajnika. Zaobser-
wowany brak kontaktu z pericytami mikrokapilar w nie-
ktérych nowotworach sugeruje, ze obliczenie wskazni-
ka pokrywy pericytéw moze by¢ odzwierciedleniem doj-
rzatoéci nowo powstajacych naczyh guza [13]. Poten-
cjalna przydatnos¢ prognostyczna tego wskaznika wy-
maga dalszej weryfikacji.

Whioski

Nowotwory ztosliwe jajnika charakteryzuja sie réz-
nym stopniem angiogenezy i niezaleznym od statusu
menopauzalnego kobiety udziatem pericytéw. Na pod-
stawie przeprowadzonych badanh sadzimy, ze ocena ge-
stosci pericytéw w powiagzaniu z analiza mikroangioge-
nezy moze by¢ przydatnym prognostycznie parame-
trem w r6znicowaniu charakteru angiogennego nowo-
tworéw ztosliwych jajnika.
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