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Podstawowe parametry oceny angiogenezy w zlosliwych guzach germinalnych
o lokalizacji pozaczaszkowej u dzieci
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Wstep. Angiogeneza nowotworowa stanowi przedmiot zainteresowania onkologow, poniewaz jest jednq z cech biologicznej
zlosliwosci nowotworow oraz nieodzownym warunkiem ich progresji. Liczne badania dotyczgce nowotworow u doroslych
i dzieci wykazujg zwigzek angiogenezy z klinicznymi i patologicznymi cechami zlosliwosci nowotworow, a takze znaczenie
stopnia angiogenezy jako czynnika rokowniczego. Zlosliwe guzy germinalne stanowiq rzadko spotykang grupe nowotworow
zlosliwych u dzieci, charakteryzujgcq sie duzym zroznicowaniem histologicznym i roznorodnym obrazem klinicznym.
W dostgpnym pismiennictwie brak doniesieni na temat angiogenezy w zlosliwych guzach germinalnych u dzieci.

Cel pracy. Celem pracy byla ocena stopnia angiogenezy w zlosliwych guzach germinalnych u dzieci na podstawie sredniej
gestosci naczyri (MVD — microvessel density) i ekspresji VEGF (czynnik wzrostu srodblonka naczyn) oraz poszukiwanie
zwiqzkow pomiedzy badanymi parametrami a podstawowymi cechami klinicznymi i morfologicznymi nowotworu.
Material i metody. Do badania zakwalifikowano 47 pacjentow (29 dziewczynek i 18 chlopcow) leczonych w latach
1994-2004 w 9 osrodkach klinicznych, wspotpracujgcych w ramach Polskiej Pediatrycznej Grupy ds. Leczenia Guzow Litych.
Badane parametry oznaczano w materiale tkankowym guza przy uzyciu metod immunohistochemicznych. Dla oceny ekspresji
VEGF zastosowano poliklonalne przeciwcialo przeciw VEGF, do wyznakowania naczyn uzyto monoklonalne przeciwcialo
przeciw antygenowi CD34. Przy obliczaniu Sredniej gestosci naczyii w skrawkach (MVD) postuzono si¢ metodq opracowang
przez Weidnera. Ekspresje VEGF wyrazano za pomocq odsetka komorek immunoreaktywnych w badanych skrawkach.
Wyniki. Srednia gestos¢ naczyniowa wynosila 45,9%20,6 naczyri w polu widzenia (0,78 mm2). Zakres wartosci MVD
miescil si¢ w przedziale 6,8-81,0. Statystycznie znamienne roznice wykazano w grupach roznigcych sie wiekiem — wartosci
wyzsze obserwowano w grupie dzieci mlodszych (ponizej 3 lat). Znamiennie wyzszq gestos¢ naczyn stwierdzano w guzach
zlokalizowanych w jgdrze w porownaniu do guzow jajnika. U wszystkich chorych badanej grupy stwierdzano ekspresje VEGF
wynoszgcq 40-90% komorek immunoreaktywnych.

Stwierdzono znamiennie wyzszy stopieni ekspresji VEGF u pacjentow z przerzutami w porownaniu do grupy dzieci z ZGG bez
przerzutow. Wykazano dodatniq zaleznosc¢ pomigdzy badanymi parametrami: gestosciq naczyniowq i ekspresjq VEGE
Wnioski. Stopier angiogenezy koreluje z niektorymi cechami klinicznymi zlosliwych guzow germinalnych u dzieci.
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Basic parameters of angiogenesis’ assessment in extracranial malignant germ cell tumors in children

Introduction. Tumor angiogenesis is a subject of interest of oncologists, being one of the hallmarks of biological
malignancy necessary for their progression . Numerous publications according malignant tumors in children and adults
show the correlation between angiogenesis and clinical and pathological characteristics as well as the prognostic value of
angiogenesis.

Malignant germ cell tumors are a rare group of children’s malignancies characterized by varied histology and clinical course.
No reports on angiogenesis in pediatric germ cell tumors have been found in available publications.

Aim of the study. The aim of the study was the assessment of angiogenesis in pediatric malignant germ cell tumors
on the basis of MVD and VEGF expression and finding the correlation between angiogenesis and clinical and pathological
characteristics.

Patients and methods. 47 patients (29 girls and 18 boys) with malignant germ cell tumors treated in 9 centers
cooperating within the Polish Pediatric Group for Treatment of Solid Tiumors between 1994-2004 were included in the study.
Immunochemistry was performed to assess studied parameters in histological specimens of tumors.VEGF expression was
evaluated using polyclonal antibodies, MVD was determined using anti CD34 monoclonal antibody to highlight vessels,
which were calculated by means of Weidner’s method. VEGF expression was shown as a percentage of positively stained
cells in tissue specimens.

Results. The mean value of microvessel density was 45.9% 20.6 in a microscopic field (0.78 mm?2) ranging from 6.8-81.0.
MVD was significantly higher in a group of younger children (<3 years) and in tumors located in testis comparing with
ovarian germ cell tumors.

In all the patients the expression of VEGF was evident ranging from 40-90 % of positively stained cells. VEGF expression
was significantly higher in metastatic malignant germ cell tumors. Positive correlation between measured parameters: MVD

and VEGF was found.
Conclusions.
children.

The extent of angiogenesis correlates with some clinical features of malignant germ cell tumors in

Stowa kluczowe: zlosliwe guzy germinalne, angiogeneza, czynnik wzrostu Srodbtonka naczyn, Srednia gestos¢

naczyniowa
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Z1oSliwe guzy germinalne naleza do rzadkich nowotwo-
row ztosliwych u dzieci, stanowiac jedynie 3% nowotwo-
row ztosliwych wieku rozwojowego [1]. Charakteryzuja
sie duzym zrdznicowaniem histologicznym i r6znorodnag
lokalizacja. Rozwijaja si¢ one z r6znych stadiéw rozwo-
jowych gonocyta — pierwotnej komorki piciowej, ktora
w zyciu plodowym pokonuje droge z pgcherzyka zoitko-
wego do gonad, wzdiuz osi ciala zarodka. Z faktu tego
wynika roznorodna lokalizacja guzéw germinalnych. Do
najczestszej lokalizacji nalezg gonady, okolica krzyzowo-
ogonowa oraz centralny uktad nerwowy. W Polsce notuje
si¢ okolo 25 zachorowan rocznie na ztosliwe guzy germinalne
o lokalizacji pozaczaszkowej oraz 5-6 zachorowan na guzy
germinalne oS§rodkowego uktadu nerwowego, ktdre sa ujmo-
wane w rejestrach tacznie z innymi procesami rozrostowymi
wewnatrz jamy czaszkowej [1, 2].

Podziat morfologiczny ztosliwych guzéw germinal-
nych u dzieci oparty jest na kierunku réznicowania pier-
wotnej komorki piciowej [3].

Réznorodna budowa histologiczna zloSliwych guzow
germinalnych warunkuje ich odmienny obraz kliniczny
oraz odmienne rokowanie, co wiaze si¢ takze ze zrdzni-
cowang strategia lecznicza [2].

Leczenie ztosliwych guzéw germinalnych jest skoja-
rzone i obejmuje zabieg chirurgiczny oraz wielolekowa
chemioterapi¢, dostosowana do rozpoznania histopato-
logicznego oraz grupy ryzyka, ktora ustalana jest w zalez-
nosci od wyjsciowego poziomu AFP (w przypadku guzow
wydzielajacych) oraz stopnia zawansowania klinicznego

[4, 5]. Obecnie wyniki leczenia guzéw zarodkowych sa
dobre, zwlaszcza w niezaawansowanych stadiach klinicz-
nych (I1II) — chorzy maja ponad 90% szans¢ wyleczenia.
Gorsze rokowanie dotyczy pacjentow z I i IV stopniem
zaawansowania klinicznego i wynosi 60% calkowitych
wyleczen [4, 5].

Rozw0j naczyn krwiono$nych w guzie nowotworo-
wym, czyli angiogeneza nowotworowa (neoangiogeneza,
neowaskularyzacja), stanowi przedmiot szczegdlnego
zainteresowania, poniewaz jest ona nieodzownym warun-
kiem progresji nowotworu. Od lat wiadomo, ze nowo-
twor o Srednicy wigkszej niz 2-3 mm nie moze istnie¢ bez
wlasnego, autonomicznego systemu naczyn krwiono$nych
[6]. Koncepcja oparta na stwierdzeniu, ze hamowanie
tworzenia naczyfi w nowotworze uniemozliwia jego dalszy
rozwdj, stala si¢ podstawg poszukiwania oraz opracowania
nowych strategii leczniczych, opartych na lekach o dzialaniu
antyangiogennym.

Istniejg rozne metody oceny stopnia angiogenezy.
Do najczestszych i najstarszych nalezy oznaczanie gesto-
$ci naczyn w guzach nowotworowych (microvessel density
— MVD), ktora jest bezpoSredniag metoda oceny angio-
genezy — w jej koficowym etapie [7]. W bardzo licznych
badaniach dokonuje si¢ takze oceny ekspresji czynnika
wzrostu Srodbifonka naczyn (VEGF), ktory jest najwaz-
niejsza cytoking proangiogenna, stymulujaca angiogeneze
na wszystkich etapach [8].

Badania nad unaczynieniem guzéw litych wykazaly
dodatnig zalezno$¢ pomigdzy gestoscig naczyin krwionos-
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nych i tworzeniem przerzutéw, nawrotami choroby oraz
zlym rokowaniem [7].

Wigkszo$¢ dotychczas prowadzonych badan nad
angiogeneza nowotworowa dotyczy nowotworéw osob
dorostych — zwlaszcza guzéw litych [7, 9-11]. Znacznie
mniejsza liczba doniesiefi dotyczy problemu neoangioge-
nezy w nowotworach dziecigcych [12,13]. Brak jest donie-
sief na temat angiogenezy w guzach germinalnych u dzie-
ci, w zwigzku z czym podjeto temat niniejszej pracy.

Cel pracy

Za cel pracy przyjeto oceng podstawowych parametrow
angiogenezy: MVD (ggstosci naczynn w guzie) i stop-
nia ekspresji VEGF w ztosliwych guzach germinalnych
u dzieci, a takze poszukiwanie zwiazku pomiedzy bada-
nymi parametrami, a podstawowymi cechami klinicznymi
i patomorfologicznymi w tych nowotworach.

Materiatl i metody

Pacjenci

Badang grup¢ stanowilo 47 pacjentow z rozpoznaniem zlo-
Sliwych guzéw germinalnych, leczonych w latach 1994-2004
w 9 oérodkach klinicznych, wspotpracujacych w ramach Polskiej
Pediatrycznej Grupy ds. Leczenia Guzoéw Litych. Wykorzystano
material histopatologiczny, pochodzacy z pierwotnych zabie-
gbw operacyjnych resekcji guza oraz z diagnostycznych biopsji
operacyjnych. Dane kliniczne pochodzily z ankiet przesia-
nych z poszczegdlnych osrodkéw klinicznych, bioracych udziat
w badaniu.

Wsrod badanych pacjentéw bylo 29 dziewczynek i 18
chiopcow.

Wiek chorych zawierat si¢ w przedziale od 1 miesigca do
204 miesigcy (mediana — 116 miesigcy). Czas obserwacji wynosit
2-130 miesigcy (mediana — 72 miesiace). Badang grupg podzie-
lono ze wzgledu na wiek, ple¢, stadium zaawansowania, rozpo-
znanie histopatologiczne i obecnos¢ przerzutow (Tab. I).

Badania immunohistochemiczne

Material tkankowy utrwalano w 4% formalinie przez 24-72
godziny, odwadniano przy uzyciu alkoholu etylowego, a nastgp-
nie zatopiano w parafinie. Po skrojeniu blokoéw na skrawki gru-
bosci 4 um material poddano rutynowemu barwieniu hema-
toksyling i eozyna. Nastgpnie dokonywano selekcji skrawkow
—wybierano te, ktore zawieraly utkanie nowotworowe, bez cech
martwicy. Dla oceny ekspresji VEGF zastosowano poliklonal-
ne przeciwciato krolicze przeciw VEGF firmy Santa — Cruz
(klon-A), reagujace z N koficowym fragmentem peptydowym
ludzkiego srodblonkowego czynnika wzrostu. Do wyznakowania
naczyni przy obliczaniu Sredniej gestoSci naczyh w skrawkach
(MVD) uzyto monoklonalne przeciwcialo mysie przeciw anty-
genowi CD34 firmy DAKO (klon QB End 10). W obu przy-
padkach uzyto nastgpnie przeciwcial wtornych oraz kompleksu
streptawidyna-peroksydaza (system LSAB, K 675, DAKO) dla
wykrycia kompleksow antygen-przeciwciato, a dla ich uwidocznie-
nia zastosowano reakcje barwna, wykorzystujaca jako chromogen
diaminobenzydyne (DAB). Badania immunohistochemiczne
wykonywano w Zaktadzie Patomorfologii Akademii Medycznej
w Gdansku (Kierownik Kliniki prof. dr hab. K. Jaskiewicz).
Dla oznaczenia $redniej gestoSci naczyn w tkance nowo-
tworowej wybierano miejsca o subiektywnie najwickszej liczbie
naczyn (tzw. hot spots) przy powigkszeniu 40x, a nastgpnie 100x,

Tab. 1. Podsumowanie danych klinicznych, epidemiologicznych
i histopatologicznych badanej grupy

Cecha Podgrupy n %
, Dziewczynki 29 61,7
Ple¢ Chiopcy 18 383
Yolk sac tumor 16 34,1
Rozpoznanic Tumor mixtus 13 27,6
hist(E) atologiczne Carcinoma embryonale 5 10,6
P & Teratoma immaturum et malignum 8§ 171
Dysgerminoma 5 10,6
I 10 213
Stadium 1I 17 36,2
zaawansowania  III 11 234
v 9 191
Obecnosé M1 9 19,1
przerzutow MO 38 809
Jajnik 21 447

L Jadro

Lokalizacja 16 34,0

Okolica krzyzowo-ogonowa

AR . 10 213
i miednica mniejsza

Yolk sac tumor — guz pgcherzyka zottkowego

Tumor mixtus — mieszany guz germinalny

Carcinoma embryonale — rak zarodkowy

Teratoma immaturum et malignum — potworniak niedojrzaly i zfosliwy
Dysgerminoma — rozrodczak

zgodnie z procedurg opisywang przez Weidnera [14]. Nast¢pnie
przy powigkszeniu 200x, naczynia liczono w 3 polach widzenia.
Stopien ekspresji VEGF oceniano w mikroskopie $wietlnym przy
powickszeniu 400x na podstawie odsetka komoérek immunore-
aktywnych.

Metody statystyczne

Dla oceny roznicy rozktadow gestoSci naczyniowej w poszczeg6l-
nych grupach postuzono si¢ testem U-Manna Whitneya w przy-
padku podziatu na 2 grupy. W przypadku podzialu na 31 5
grup postuzono si¢ testem Kruskala-Wallisa. Ekspresj¢ VEGF
wyrazono w skali porzadkowej, w zwiazku z czym w testach sta-
tystycznych dokonano poréwnania mediany w poszczeg6lnych
grupach [15].

ZaleznoS$ci pomigdzy gestoscia naczyniowa a ekspresja
VEGF weryfikowano przy uzyciu wspoiczynnika R Spearmana.
Do analizy wykorzystywano program komputerowy Statistica
7.1. We wszystkich testach przyjeto poziom istotnosci p<0,05.

Wyniki

Srednia gesto§é naczyn-MVD (microvessel
density)

Srednia gestos¢ naczyn wynosita 45,9+ 20,6 naczyi
w polu widzenia (powierzchnia pola widzenia wynosita
0,78 mm?). Zakres warto$ci MVD miescit si¢ w przedzia-
le 6,8-81,0 (mediana — 43,6).

Nie stwierdzono znamiennych statystycznie réznic
gestoSci naczyniowej w poszczegOlnych grupach réznia-
cych sie plcia, stadium zaawansowania i budowa histolo-
giczng i obecnoscig przerzutdw.

Znamienng statystycznie rdznice gestosci naczynio-
wej znaleziono natomiast pomigdzy grupami wiekowymi



Tab. II. Rozklad gestosci naczyniowej w poszczegdlnych podgrupach badanych dzieci ze zlo§liwymi guzami germinalnymi

Cecha n Srednia oS mediana wartos¢ p

Ptec

dziewczynki 29 42,00 21,29 35,10 0.07

chtopcey 18 52,25 18,28 54,15 ’
Rozpoznanie histopatologiczne

yolk sac tumor 16 48,33 22,94 51,95

tumor mixtus 13 38,66 16,86 43,50

carcinoma embryonale 5 46,26 31,62 30,80 0,62

teratoma immaturum et malignum 54,08 16,29 59,40

dysgerminoma 5 43,78 16,15 35,60
Stadium zaawansowania

1 10 50,62 19,27 56,75

1I 17 38,09 20,45 32,30 015

I 11 45,73 20,74 49,33 ’

v 9 55,76 19,60 53,30
Obecnos¢ przerzutow

M1 9 55,76 19,61 53,30 0.10

MO 38 43,60 20,40 37,65 ’
Lokalizacja

jajnik 21 40,41 19,93 35,10

jadro 16 53,65 18,73 56,75 0,13

okolica krzyzowo-ogonowa i miednica mniejsza 10 45,14 22,93 41,07
Lokalizacja

jajnik 21 40,41 19,93 35,10 0.04

jadro 16 53,65 18,73 56,75 ’
Ekspresja VEGF

Sredni stopien ekspresji 22 37,43 21,28 32,55 0.02

wysoki stopien ekspresji 25 53,40 17,13 53,30 ’
Wiek

ponizej 36 m-cy 15 55,78 58,80 19,54

powyzej 36 m-cy 32 4131 35,35 19,71 0,02

pacjentow. W grupie dzieci ponizej 3 lat parametr ten
wynosit §rednio 55,78 w poréwnaniu do 41,31 u dzieci
starszych (p=0,02). Znamiennie wyzsze wartosci MVD
stwierdzano takze w jadrze w por6éwnaniu do jajnika.

Uzyskane wartoSci Sredniej gesto$ci naczyniowej
w tych grupach wraz z wartoSciami p przedstawiono
w Tabeli II.

Na Rycinie 1 przedstawiono obraz mikroskopowy
wycinka guza germinalnego, w ktoérym uwidoczniono
naczynia przy uzyciu opisanej metody.

Ekspresja VEGF

U wszystkich badanych pacjentow ze ztoSliwymi guzami
germinalnymi stwierdzono nasilong ekspresje czynnika
wzrostu Srodbtonka naczyn w tkance guza. Obecnosé
VEGF uwidoczniono w cytoplazmie i na powierzchni
komorek nowotworu. Uzyskane wyniki ekspresji VEGF
zawieraly si¢ w przedziale 40-90%, a mediana wynosi-
ta 70%. Wyniki ekspresji VEGF oraz liczby pacjentow,
u ktorych uzyskano poszczegdlne wartosci, przedstawio-
no na Rycinie 2.

Analogicznie jak przy ocenie ggstoSci naczyniowej
podzielono pacjentéw ze ztos§liwymi guzami germinal-
nymi na grupy w zaleznosSci od plci, wieku, lokalizacji,
stadium zaawansowania, typu histologicznego oraz obec-
nosci przerzutdw i poréwnano ekspresjc VEGF w tych
grupach. Znamienng statystycznie réznice stopnia eks-

Ryc. 1. Potworniak niedojrzaly (teratoma immaturum) o duzej ggstosci
naczyn (CD34, powigkszenie 200x)
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Ryc 2. Rozklad stopnia ekspresji VEGF w badanej grupie

presji czynnika wzrostu §rodbtonka naczyn stwierdzono
pomiedzy grupa pacjentow, w ktorej stwierdzono prze-
rzuty i grupa pacjentow bez przerzutow. Mediany stopnia
ekspresji VEGF wynosily odpowiednio w tych grupach
80% i 60%, wartos¢ p=0,02. Nie stwierdzono znamien-
nych statystycznie roznic pomigdzy grupami réznigcymi
si¢ wiekiem, plcia, lokalizacja, stadium zaawansowania.
Wyniki ekspresji VEGF w poszczegdlnych grupach
przedstawiono w Tabeli III.

Na Rycinie 3 przedstawiono obraz mikroskopowy
wycinka guza germinalnego, w ktorym dokonano oceny
ekspresji VEGF przy uzyciu opisanej metody

Tab. III. Rozklad ekspresji VEGF w poszczegolnych podgrupach
badanych dzieci ze zlo§liwymi guzami germinalnymi

Cecha N  Mediana wartos¢ p

Ptec¢

dziewczynki 29 60

chtopcey 18 80 040
Rozpoznanie histopatologiczne

yolk sac tumor 16 80

tumor mixtus 13 60

carcinoma embryonale 5 80 0,22

teratoma immaturum et malignum 4 60

dysgerminoma 5 60
Stadium zaawansowania

I 10 70

11 17 60

I 11 70 0,06

v 9 80
Obecnos¢ przerzutow

M1 9 80

MO 38 60 0,03
Lokalizacja

J.ag“k 21 60

jacts 4 16 80 0,25

okolica krzyzowo-ogonowa

S .. 10 70

i miednica mniejsza
Lokalizacja

jajnik 21 60

jadro 16 80 0,23
Wysoko$¢ MVD

>43,6 24 80

<43,6 23 60 0,01
Wiek

ponizej 36 m-cy 15 80 037

powyzej 36 m-cy 32 60 ?

ey e Fea a
Rye. 3. Guz pecherzyka zottkowego (yolk sac tumor) o duzej ekspresji VEGF
w komorkach nowotworu

Przeanalizowano takze zwigzek pomigdzy badany-
mi parametrami. Stwierdzono Srednio silng dodatnig
zalezno$¢ pomigdzy Srednig gestoscia naczyn a ekspre-
sja czynnika wzrostu Srodbtonka naczyn przy zastoso-
waniu analizy korelacji rang Spearmana. Wspoiczynnik
R Spearmana wynosit 0,45. Zaleznos¢ sredniej gestoSci
naczyn od ekspresji czynnika wzrostu §rodblonka naczyn
przedstawiono na Rycinie 4.

Omowienie

OkreSlenie zwiazku angiogenezy z klinicznymi i mor-
fologicznymi czynnikami ztoSliwoSci nowotwordw jest
najwazniejszym problemem poruszanym przez badaczy
zajmujacych si¢ tym zagadnieniem. Dotychczas opraco-
wano bardzo liczne metody oceny angiogenezy, z ktérych
najwazniejsze to ocena gestosci naczyn w guzie nowo-
tworowym (microvessel density — MVD) oraz stopien
ekspresji czynnika wzrostu §rédbtonka naczyn (VEGF).
Metodami tymi postuzono si¢ takze w niniejszej pracy.

Dodatnig korelacj¢ pomigdzy MVD, a klinicznymi
cechami ztosliwosci wykazano w bardzo wielu nowotwo-
rach u ludzi doroslych, przede wszystkim w raku piersi,
jelita grubego, zotadka, gruczotu krokowego, szyjki maci-
cy [7, 16, 17]. Wyniki badan innych autoréw nie potwier-
dzaja jednak tych zaleznosci [18).

Trudno$¢ w wystandaryzowaniu metody oznaczania
MYVD jest jej najpowazniejsza wada. Mimo prob ujedno-
licenia metodyki okreSlania stopnia unaczynnienia guzow
nowotworowych autorzy badan postuguja si¢ rozmaitymi
metodami, co moze odpowiadaé za rozbieznos$¢ uzyski-
wanych wynikéw [19].

Podobnie jak w przypadku oceny gesto$ci naczynio-
wej wyniki badan na temat ekspresji VEGF jako wyznacz-
nika biologicznej ztosliwosci guzow sa rozbiezne. Istnieja
prace wykazujace dodatnig korelacje pomiedzy stopniem
ekspresji VEGE a klinicznymi cechami ztoSliwosci nowo-
tworu, takimi jak: stopiei zaawansowania, tworzenie
przerzutdw i progresja choroby [20, 21]. Badania innych
autoréw nie potwierdzaja tych obserwacji [22, 23]. Fakt
ten mozna wytlumaczy¢ bardzo duza ztozonoscia proce-
su angiogenezy, w ktory zaangazowane sa liczne zwiazki
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stymulujace i inhibitory, a koncowy efekt jest wypadkowa
ich wzajemnego oddzialywania.

Badania na temat angiogenezy w nowotworach
dzieciecych sa stosunkowo nieliczne, ale podobnie jak
w badaniach dotyczacych neoangiogenezy u ludzi doro-
stych wyniki sa rozbiezne. Przyktadem moze by¢ badanie
dotyczace zwojaka zarodkowego wspdiczulnego (neu-
roblastoma), opublikowane przez Cannette i wsp [24].
W badaniu tym, w przeciwiefistwie do danych uzyskanych
przez wigkszos¢ autoréw, nie potwierdzono prognostycz-
nego znaczenia stopnia angiogenezy, nie stwierdzono
takze dodatniej korelacji pomigdzy stopniem angiogene-
zy 1 innymi klinicznymi, morfologicznymi i molekularny-
mi czynnikami rokowniczymi [24, 25].

Publikacji na temat angiogenezy w zloSliwych guzach
germinalnych u dzieci praktycznie nie ma. Badanie Fuku-
do i wsp. dotyczy guzéw germinalnych jader, ale badana
grupa obejmuje zar6wno doroslych, jak i dzieci [26]. Nie
ma natomiast doniesiefi 0 neoangiogenezie w guzach
germinalnych o innych lokalizacjach oraz opracowan
dotyczacych wylacznie dzieci.

W badanej grupie dzieci z ZGG S$rednia gestosé
naczyn wynosifa 6,8-81,0 (wartos$¢ srednia 45,9) w polu
widzenia (powierzchnia pola widzenia - 0,78 mm?).
Po przeliczeniu na 1 mm? wartoSci te wynosza odpowied-
nio 8,7-103,8/mm? — §rednia 58,8/mm?2.

Poréwnanie uzyskanego wyniku Sredniej gestoSci
naczyih w zloSliwych guzach germinalnych z gestoscig
naczyn stwierdzang w innych nowotworach u dzieci napo-
tyka na szereg trudnosci, wynikajacych przede wszystkim
z niejednolitej metodyki.

Srednia gesto§¢ naczyniowa w ZGG u dzieci jest
wyzsza niz w pewnych nowotworach wieku rozwojowe-
go, takich jak guz Wilmsa (nerczak ptodowy), nalezacy
podobnie jak zlo§liwe guzy germinalne do nowotworow
0 doé¢ dobrym rokowaniu [27]. Inne, takie jak migsak
kosciopochodny (osteosarcoma), cechuja si¢ bardziej

obfitym unaczynieniem, ktére wynosi §rednio 156 naczyn
na mm?[28]. Znacznie wyzszg gesto$¢ naczyniowsg stwier-
dza si¢ w zwojaku zarodkowym, Srednia liczba naczyh
przypadajaca na mm? jest bowiem 9-krotnie wyzsza niz
w ztosliwych guzach germinalnych [24]. Wyniki te moga
potwierdza¢ znaczenie angiogenezy jako cechy zlo§liwo-
§ci nowotworu.

W niniejszej pracy dokonano oceny zwigzku pomie-
dzy stopniem unaczynienia, a tworzeniem przerzutow,
ktory jest jednym z wazniejszych probleméw poruszanych
przez autordw zajmujacych si¢ angiogeneza. Stwierdzono
wprawdzie wigksza gesto$¢ naczyn w grupie pacjentow
Z przerzutami niz w grupie pacjentdw bez przerzutow,
ale rdznica nie byta statystycznie znamienna. Brak zna-
miennej statystycznie réznicy moze jednak wynikac ze sto-
sunkowo malej liczebnoSci badanej grupy. W grupie pacjen-
tOw z przerzutami stwierdzano natomiast znamiennie wyzszy
stopien ekspresji VEGE co jest zgodne z wynikami podanymi
przez licznych autoréw [29, 30]. Poréwnanie Sredniej gesto-
$ci naczyn w grupach wiekowych pozwolilo na stwierdze-
nie znamiennie wyzszego stopnia unaczynienia guzow
germinalnych u dzieci mlodszych — ponizej 3 lat, co moze
stanowi¢ kolejny argument przemawiajacy za odmien-
nymi wlaSciwoSciami biologicznymi guzéw w tej grupie
chorych. Fakt odmiennego, bardziej agresywnego prze-
biegu klinicznego zioSliwych guzéw germinalnych w gru-
pie dzieci mtodszych i starszych znany jest bowiem od
dawna, a badania cytogenetyczne i molekularne potwier-
dzajg wczesniejsze obserwacje kliniczne o biologicznych
réznicach mig¢dzy tymi grupami nowotworow [31, 32].

Wyniki uzyskane w niniejszym badaniu wskazuja
na bardzo wysoka ekspresj¢ VEGF w badanej grupie.
Odsetek komoérek immunoreaktywnych zawiera sie
w przedziale 40-90%. U zadnego pacjenta nie stwier-
dzano ujemnej ekspresji VEGF. Uzyskane wyniki r6znig
si¢ diametralnie od wynikéw podanych przez Fukude
1 wsp., ktory stwierdzil brak ekspresji VEGF az u nie-
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mal 60% pacjentéw ze ztosliwymi guzami germinalnymi
jader, przy czym za brak ekspresji VEGF autor ten uznat
wystepowanie ponizej 5% komodrek immunoreaktywnych
w tkance nowotworowej. Nalezy jednak podkreslié, ze
w grupie VEGF ujemnej ponad 50% stanowili pacjenci
z nasieniakiem, czyli guzem praktycznie nie spotykanym
u dzieci. Nie wiadomo tez, jaki odsetek w tej grupie stano-
wily dzieci. Badanie to obejmowato bowiem pacjentow
w wieku 0-62 lat, a mediana wynosita 27 lat. Zdecydo-
wanie inne wyniki podaje Vigletto i wsp., ktory stwierdza
ekspresje VEGF u 81% pacjentdw z germinalnymi guza-
mi jader [33].

W badanej grupie pacjentdéw stwierdzono dodatnia
korelacj¢ pomigdzy badanymi parametrami: gestoScia
naczyniowg i stopniem ekspresji VEGFE. Wspo6iczynnik
R Spearmana wynoszacy 0,45 wskazuje na Srednio silny
dodatni zwiazek migdzy badanymi parametrami. Wynik
ten, podawany réwniez przez innych autoréw, podkresla
role, jaka odgrywa VEGF w tworzeniu naczyn [34].

Whioski

1. ZtoSliwe guzy germinalne u dzieci naleza do nowotwo-
row o umiarkowanie wysokiej gestosci naczyniowe;.

2. U wszystkich badanych chorych stwierdzono wyraz-
na ekspresje¢ czynnika wzrostu Srodbtonka naczyn
- VEGE

3. Gestos¢ naczyn w zloSliwych guzach germinalnych jest
wyzsza u dzieci mtodszych.

4. Sposrod guzoéw germinalnych zlokalizowanych w gona-
dach wartoSci wyzsze obserwowano w jadrze.

5. Wyzszy stopieni ekspresji VEGF wystepuje u pacjen-
tow z ZGG z przerzutami.

6. Wykazano dodatnig zalezno§¢ pomigdzy badanymi
parametrami: gestoScig naczyniowa i ekspresja VEGE
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