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Angiogeneza w nowotworach skory
i tkanki podskornej psow
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Sobczynska-Rak A.
Angiogenesis in skin and subcutaneous tissue of dogs with tumors

Summary

The aim of the study was the evaluation of the degree of tumor vascularization in dogs. The examinations
were performed on 42 tumors, taken surgically from dogs affected with skin and subcutaneous tissue tumors.
Twenty three male and nineteen female mixed breed dogs aged 3 to 15 years were operated. The dogs had
not been treated for neoplasma diseases earlier. The tumor samples were fixed in 10% buffered formalin for
24 hours, after which the tissues were dehydrated in increasing concentrations of alcohol and embedded in
paraffin. The slides were stained with hematoxyline and eosine. The tumor type was determined according to
the current WHO classification. For the endothelium vessel observations immunohistochemical staining was
performed with the use of polyclonal antibody directed against the von Willebrand factor (FVIII). The
estimation of blood vessel quantity was performed in a microscope equipped with a computer image analysis
system. The itratumoral microvessel density was calculated in 10 selected areas. The average of microvessel
density was 190 per 1 mm_in malignant tumors and 138/mm_ in benign tumors. It was found that the degree
of malignant tumor vascularization was much larger than that of the benign tumor. Tumor angiogenesis
determination can be used for diagnosis, prognosis, as well as for the degree of malignancy classification and

metastatic potential.
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Nowotwory od wielu lat sa przedmiotem
badan w medycynie. Obecnie, ze wzgl¢du na
wzrastajaca ich liczbe u zwierzat, sa takze
powodem interwencji lekarza weterynarii.
Miejscem najczgstszej lokalizacji procesu
nowotworowego u psow jest skora 1 tkanka
podskorna. Kazdy guz, niezaleznie od miej-
sca lokalizacji 1 tkanki, z ktorej si¢ wywo-
dzi, wymaga do wzrostu zaopatrzenia w krew
i substancje odzywcze. Warunkiem powigk-
szenia masy guza i tworzenia przerzutow jest
wytworzenie wiasnej sieci naczyn w proce-
sie angiogenezy (1, 5, 7, 9, 13, 24).

Neoangiogeneza jest procesem wicloeta-
powym i stanowi wypadkowa dziatania czyn-
nikow pobudzajacych oraz hamujacych una-
czynienie (tab. 1) (7,9, 13, 15, 23, 24). Pierw-
szym etapem rozwoju naczyn jest pobu-
dzenie komorek $rodbtonka przez czynniki
wzrostu. Nastepnie dochodzi do miejscowe-
€0 rozszerzenia naczynia oraz wzrostu prze-
ptywu krwi i wzmozenia jego przepuszczal-

no$ci. Dochodzi do degradacji blony podstawnej na-
czynia i aktywacji czynnikOw proangiogennych, ktore

Tab. 1. Czynniki angiogenne

Pobudzajace

Hamujace

VEGF - czynnik wzrostu §rédbtonka naczyn
FGF - czynnik wzrostu fibroblastow
TGF- -

HGF - czynnik wzrostu hepatocytow

transformujacy czynnik wzrostu

Angiogenina

Ang-1 - angiopetyna-1

PDGF - ptytkowy czynnik wzrostu
IGF -
TF - czynnik tkankowy

insulinowy czynnik wzrostu

PG-E - prostaglandyna-E
II-8 - interleukina-8
Proliferyna

Epo - erytropoetyna

22 kDa fragment heparyny

Chemokiny

TSP-1 - trombospondyna

Angiostatyna

Endostatyna

Ang-2 - angiopoetyna-2

Restyna

Wazostatyna

N-koricowy fragment czynnika ptytkowego 4
N-koricowy fragment prolaktyny

INF /p -

TIMP - tkankowe inhibitory metaloproteaz

interferon o/

II-1 - interleukina-1

II-6 - interleukina-6
1I-10 - interleukina-10
1I-12 - interleukina-12

pobudzaja komorki srédblonka do proliferacji 1 mi-
gracji (13). Komorki srédblonka wydtuzaja sig 1 ukta-
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daja w szereg, tworzac w ten sposob peczek
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Tab. 2. Nowotwory zlosliwe skory i tkanki podskérnej

naczyniowy, w ktorym dalsze podziaty zacho-
dza proksymalnie do wedrujacego szczytu,

umozliwiajac wzrost pgczka naczyniowego na
dhugo$¢ (18). Wazna role w tym procesie od-
grywaja metaloproteazy i1 hydrolazy. Pod ich
wptywem dochodzi do rozluznienia struktury
macierzy zewnatrzkomorkowej, co ufatwia
migracj¢ komorek srodblonka i tworzenie no-
wych naczyn. Ostatnim etapem angiogenezy
nowotworowej jest synteza blony podstawne;j
naczynia (13, 24).

Od lat prowadzone sa badania ré6znych czyn-
nikow wplywajacych na rozwdj procesu no-
wotworowego, pod katem ich klinicznej war-
tosci prognostycznej. Dotycza one: typu histo-
logicznego, stopnia zlosliwosci, wielkosci
guza, obecnosci przerzutdw oraz procesu neo-
waskularyzacji. Brak jest jednak danych na te-
mat angiogenezy w nowotworach skory i tkan-
ki podskornej u psow.

Celem badan bylo okreslenie stopnia una-
czynienia nowotwordw skory i tkanki podskor-
nej usuni¢tych operacyjnie u psow.

Materiat i metody

Material do badan stanowily tkanki nowotwo-
rowe 42 chorych pséw. Zwierz¢ta byty operowane
w Katedrze i Klinice Chirurgii Zwierzat UP w Lu-
blinie z powodu wystgpowania guzow nowotwo-
rowych w obrebie skory i tkanki podskornej. Ope-
rowano 23 samce i 19 samic, roznych ras, w wieku
3-15 lat. Materiat pobrano od psow nastepujacych
ras: rottweiler — 6, bokser — 5, doberman — 5, owcza-
rek niemiecki — 3, spaniel — 3, jamnik — 2, dog — 2,
sznaucer — 2, owczarek collie — 1, owczarek kau-
kaski — 1, dalmatynczyk — 1 oraz 11 psow rasy mie-
szanej (tab. 2, 3). Psy nie byly wczeséniej leczone
z powodu choroby nowotworowej. Zywiono je kar-
ma komercyjng lub przygotowywana przez wilas-

Opis psa Rozpoznanie histologiczne Ges:‘oas::nr:zczyn
Doberman, &', 7 lat Migsak wrzecionowatokomdrkowy 130
Mieszaniec, @, 15 lat Migsak wrzecionowatokomadrkowy 97
Jamnik, &, 10 lat Migsak wrzecionowatokomérkowy 90
Doberman, Q, 8 lat Migsak wrzecionowatokomadrkowy 114
Spaniel, &', 10 lat Wtokniakomigsak 130
Owczarek niemiecki, @, 8 lat Wtokniakomigsak 115
Doberman, Q, 9 lat Rak ptaskonabtonkowy 230
Mieszaniec, Q, 14 lat Rak ptaskonabtonkowy 242
Doberman, Q, 8 lat Rak ptaskonabtonkowy 11
Dog, I, 5 lat Rak ptaskonabtonkowy 335
Bokser, @, 10 lat Rak gruczotéw woszczynowych 118
Bokser, @, 10 lat Rak gruczotéw potowych 124
Owczarek niemiecki, &, 13 lat Rak zatoki przyodbytowe;j 228
Mieszaniec, &', 12 lat Rak zatoki przyodbytowej 262
Dog, @, 11 lat Obtoniak 128
Owczarek niemiecki, &', 7 lat Obtoniak 218
Mieszaniec, ', 9 lat Obtoniak 280
Sznaucer, ', 6 lat Obtoniak 63
Mieszaniec, &', 12 lat Guz z komérek tucznych 128
Bokser, ', 7 lat Guz z komdrek tucznych 263
Owczarek kaukaski, @, 8 lat Guz z komdrek tucznych 231
Mieszaniec, &', 13 lat Guz z komdrek tucznych 276
Mieszaniec, ', 11 lat Guz z komérek tucznych 260
Doberman, &', 8 lat Guz z komérek tucznych 330
Mieszaniec, &, 10 lat Guz z komérek tucznych 280
Dalmatyiczyk, &', 5 lat Guz z komdrek tucznych 158
Sznaucer, &', 11 lat Czerniak 110
Mieszaniec, @, 9 lat Rak podstawnokomadrkowy 243
Spaniel, &', 10 lat Rak podstawnokomérkowy 264

ciciela.

U wszystkich zwierzat okreslano stopien zaawansowa-
nia klinicznego nowotwordéw wedlug systemu TNM. Wy-
konywano badanie radiologiczne klatki piersiowej w celu
potwierdzenia lub wykluczenia obecnosci przerzutow. Po
chirurgicznym usunigciu nowotworu, uzyskany materiat
dostarczano bezposrednio po zabiegu do Katedry Anato-
mii Patologicznej Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej UP
w Lublinie. Wycinki guzoéw utrwalano w 10% buforowa-
nej formalinie przez 24 h. Po utrwaleniu material odwad-
niano we wzrastajacych st¢zeniach alkoholi i zatapiano
w parafinie. Na podstawie preparatow barwionych hema-
toksylina i eozyna ustalano rozpoznanie i okreslano typ no-
wotworu wg obowiazujacej klasyfikacji WHO. W celu uwi-
docznienia $§rodbtonka naczyn wykonano barwienie immu-
nohistochemiczne z zastosowaniem poliklonalnego prze-
ciwciata przeciwko czynnikowi von Willebranda F VIII
oraz systemu EnVision firmy DAKO. Do iloSciowej oceny
naczyn krwiono$nych wykazujacych ekspresj¢ czynnika

F VIII wykorzystano system komputerowo wspomaganej
analizy obrazu mikroskopowego (ryc. 3-5). W dziesigciu
polach widzenia liczono naczynia i okreslano $rednia przy-
padajaca na 1 mm?.

W celu okreslenia istotnej zalezno$ci migdzy liczba na-
czyn stwierdzona w guzach nieztosliwych i ztosliwych prze-
prowadzono analize statystyczng z zastosowaniem testu
Manna-Whitneya.

Wyniki i oméwienie

Badanie histopatologiczne zebranych guzéw pozwo-
lito na rozréznienie dwoch grup: I — nowotwory ztos-
liwe (tab. 2), I —nowotwory nieztosliwe (tab. 3). U 29
psOw proces nowotworowy mial charakter ztosliwy,
co stanowito 69%. Guzy nieztosliwe stwierdzono w 13
przypadkach (31%). W grupie I rozpoznano: guza z ko-
morek tucznych (8 przypadkow), migsaka wrzeciono-
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Ryc. 1. Srednia gesto$¢ naczyn w nowotworach zlosliwych skory i tkanki podskorne;j

watokomoérkowego (4), widkniakomigsaka (2), raka
ptaskonabtonkowego (4), obtoniaka (4), raka podstaw-
nokomodrkowego (2), raka zatoki przyodbytowej (2),
raka gruczotéw potowych (1), raka gruczotéw wosz-
czynowych (1), czerniaka (1). Grupg II stanowito:
9 wiokniakéw 1 4 nabtoniaki z gruczoléw tojowych.

W grupie I $rednia arytmetyczna liczba naczyn
krwionosnych wynosita 190/mm?. Najmniejsza liczbg
naczyn (63) stwierdzono w obtoniaku, natomiast naj-
wigcej naczyn (335) wystepowato w raku ptaskona-
btonkowym. Podobny wynik otrzymano w guzach
komorek tucznych, gdzie najwigksza liczba naczyn
wynosita 330/mm?. Najbardziej niejednolita grupe pod
wzgledem gestosci naczyn stanowity obtoniaki. Licz-
ba naczyn w tych guzach wahata si¢ od 63 do 280.
W wigkszosci guzow z komorek tucznych, rakach za-
toki przyodbytowej, guzach podstawnokomdrkowych
i rakach plaskonabtonkowych $rednia ggsto$¢ naczyn
wyniosta ponad 200/mm? powierzchni guza. W obto-
niakach zanotowano $rednig warto$¢ 172, w pozosta-
tych nowotworach wahata si¢ w granicach 108-124
(tab. 2).

Srednia gestos¢ naczyn w poszczegdlnych typach
nowotworow ztosliwych skory i tkanki podskornej
przedstawia ryc. 1.

W grupie I, stanowiacej guzy niezto§liwe, srednia
gestos¢ naczyn wyniosta 138/mm?’. Najmniejsza licz-
bg naczyn (58) zanotowano we witdkniaku, a najwigk-
sza (222) w nabtoniaku z gruczotow tojowych. Sred-
nia arytmetyczna liczby naczyn we widkniakach wy-
niosta 115/mm?, a w nabloniakach z gruczotow tojo-
wych 192/mm? (tab. 3). Srednia liczbg naczyn w no-
wotworach niezlosliwych obrazuje ryc. 2.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze w nowotwo-
rach nieztosliwych skory i tkanki podskornej liczba
naczyn w 1 mm? guza byta znacznie mniejsza niz w no-
wotworach zto§liwych. Byly to roéznice statystycznie
istotne.

Proces nowotworowy u psow bardzo czgsto ma cha-
rakter zto§liwy. Potwierdzaja to wczesniejsze, liczne
doniesienia oraz wyniki badan wiasnych. Prace wielu
autoréw (6, 10, 16, 17) 1 przeprowadzone badania
wskazuja, ze najczesciej u psOw wystepuja nowotwo-
ry skory i tkanki podskornej (NSiTP). W badaniach
wiasnych najwigkszy odsetek ztosliwych NSiTP sta-
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Ryc. 2. Srednia gesto$¢ naczyn w nowotworach niezlo§liwych
skory i tkanki podskornej

Tab. 3. Nowotwory niezlosliwe skory i tkanki podskornej

Opis psa Crrtn | e
Rottweiler, Q, 8 lat Wtékniak 83
Jamnik, &', 8 lat Wtokniak 156
Rottweiler, Q, 9 lat Wtdkniak 106
Bokser, &, 4 lata Wtdkniak 162
Bokser, @, 11 lat Wtdkniak 157
Rottweiler, Q, 8 lat Wtékniak 82
Mieszaniec, ', 14 lat Wiékniak 152
Rottweiler, Q, 7 lat Wtdkniak 58
Rottweiler, Q, 8 lat Wtékniak 17
Rottweiler, &', 3 lata Nabtoniak z gr. fojowych 220
Spaniel, &', 10 lat Nabtoniak z gr. tojowych 222
Owczarek collie, @, 10 lat | Nabtoniak z gr. tojowych 127
Mieszaniec, @, 11 lat Nabtoniak z gr. tojowych 198

nowil guz komorek tucznych — 27%. Wedtug niekto-
rych badaczy, wystepuje on czgsto u psow i stanowi
10-20% wszystkich nowotwordow skory (17,20). W ba-
danym materiale wtasnym duzy procent stanowit rak
ptaskonablonkowy, migsak wrzecionowatokomorko-
wy 1 obtoniak. Grupg nowotwor6éw niezto§liwych sta-
nowito 9 przypadkow wtokniaka 1 4 przypadki nabto-
niaka.

Szczegdlna role w rozwoju nowotworu odgrywa
angiogeneza. Inwazyjny wzrost guza zwiazany jest
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Ryec. 3. Wiékniakomigsak skory i tkanki podskérnej — bar-
wienie immunohistochemiczne, powi¢kszenie 200 %, (naczy-
nia krwiono$ne oznaczone strzalkami)
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Ryc. 4. Obloniak skory i tkanki podskérnej — barwienie im-

munohistochemiczne, powigkszenie 200 %, (naczynia krwio-
nosne oznaczone strzalkami)

Ryc 5. Wlokniak skory i tkanki podskornej — barw1en1e im-
munohistochemiczne, powigkszenie 600 %, (naczynia krwio-
nos$ne oznaczone strzalkami)
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z pojawieniem si¢ naczyn krwionosnych w obrebie
zmiany, ktore poprawiaja utlenowanie komorek guza
1 utatwiaja zaopatrywanie w substancje niezbedne do
ichrozplemu (1, 13, 21, 23). Naczynia krwionosne no-
WOtwWOorow pierwotnych wywodza si¢ z dwoch zrodet.
Pierwsze stanowi morfologicznie i czynno$ciowo doj-
rzale naczynie gospodarza, natomiast drugim sa nowe
naczynia krwiono$ne wytworzone w procesie angio-
genezy (18). Liczba kapilar przypadajaca na 1 mm?
guza jest okoto 10-krotnie wigksza niz w tkankach
prawidtowych. Najwigcej naczyn znajduje si¢ na obrze-
zach guza (8). W fazie beznaczyniowej rozrost guza
odbywa si¢ wolno. Nowotwoér szybko indukuje roz-
woj kapilar, jezeli jest zlokalizowany nie dalej niz
2-3 mm od najblizszego naczynia (8).

W 1979 r. wykazano, ze szybko$¢ powstawania na-
czyn oraz ich liczba zalezy od ztosliwosci nowotworu
1 tempa wzrostu Jego masy (12). W nowotworach nie-
zto$liwych naczynia wytwarzajq si¢ wolno 1 sg anato-
micznie podobne do naczyn prawidtowych. Nowotwo-
ry zto$liwe tworza sie¢ naczyn duzo szybciej, lecz Scia-
ny kapilar wykazuja zaburzenia w budowie. Posiadaja
wiele nietypowych rozgatezien, petli i polaczen (13).
Charakteryzuja si¢ one cienka $ciana, przerwami
w btonie podstawnej, niewielka liczba komorek migs-
ni gladkich Iub ich brakiem oraz wzmozona przepusz-
czalnoscia (8, 13, 22).

Wykazana w badaniach wtasnych najwigksza $red-
nia liczba naczyn wystgpowala w nowotworach ztos-
liwych skory 1 tkanki podskérnej, 1 wynosita okoto
190/mm?. W nowotworach nieztosliwych skory i tkanki
podskornej badana $rednia ggsto$¢ naczyn wyniosta
138/mm?. Z przeprowadzonych badan wynika, ze licz-
ba kapilar w guzach o charakterze ztosliwym jest wigk-
sza niz w guzach nieztosliwych. Test Manna-Whitneya
potwierdzil wystepowanie istotnych roznic statys-
tycznych (p < 0,001) migdzy liczba naczyn w nowo-
tworach zlosliwych i nieztosliwych. Liczba naczyn
w guzach nieztosliwych byta mniejsza o okoto 21%
w poréwnaniu ze ztosliwymi. Jest to wynik sprzeczny
z danymi Gacki (8), ktory wykazat, ze liczba kapilar
w nowotworach nieztosliwych nie przekracza 25%
liczby naczyn nowotwordw ztosliwych.

Opublikowano wiele prac z zakresu angiogenezy
w nowotworach u ludzi. Prowadzi si¢ badania nad
mozliwos$cia zastosowania oceny angiogenezy w no-
wotworze 1 wykorzystania jej jako czynnika prog-
nostycznego (22, 24). Przyjmuje sig, ze guzy lite bez
sieci powstajacych naczyn nie sa w stanie przekroczy¢
wielko$ci kilku mm?® (15). Stwierdzono, ze ggstosé
kapilar w tych guzach jest wskaznikiem prognozu-
jacym inwazyjny przebieg choroby nowotworowej
z przerzutami (2).

W pi$miennictwie weterynaryjnym pojawia si¢ co-
raz wigcej publikacji uznajacych ggstos¢ naczyn za
nowy czynnik prognostyczny w ocenie zlosliwosci
1 potencjalu wzrostu rakow ptaskonabtonkowych skory
u pso6w (14). Podobne wyniki u tego gatunku zwierzat
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otrzymano w badaniach guzéw komérek tucznych sko-
ry (19). Stwierdzono znaczaca statystycznie roznicg
(p=0,0002) gestosci naczyn w guzach o wigkszej ztos-
liwosci. Odmienne wyniki uzyskat Graham i wsp. (11).
Mimo stwierdzenia korelacji migdzy liczba naczyn
a ztosliwoscia nowotworow, nie wykazali oni réznic
W unaczynieniu mi¢dzy nowotworami zto§liwymi bez
przerzutow a nowotworami niezto§liwymi. Brak za-
leznosci migdzy rozwojem naczyh guza i stopniem
ztosliwosci zanotowano w raku podstawnokomorko-
wym skory u ludzi (4). Niektérzy autorzy (3) podaja,
ze nie ma zaleznosci pomigdzy gestoscia naczyn i stop-
niem zaawansowania klinicznego guzow jajnika. Wy-
kazuja oni brak r6znic statystycznych w unaczynieniu
guzow ztosliwych 1 nieztosliwych.

Nalezy przypuszczaé, ze wykazana w badaniach
wilasnych duza gesto$¢ naczyn (218-335/mm?), stwier-
dzana w raku ptaskonabtonkowym skory i tkanki pod-
skornej, moze zosta¢ uznana za marker histologiczne-
go stopnia ztosliwosci. Podobne wyniki otrzymano
w nowotworach skory 1 tkanki podskérnej — guzach
komorek tucznych, rakach podstawnokomorkowych
i nowotworach zatoki przyodbytowej, gdzie $rednia
liczba naczyn wynosita okoto 240/mm?. Nalezy sadzic,
ze dla wymienionych rodzajow nowotwordw angio-
geneza ma warto$¢ diagnostyczna i prognostyczna oraz
moze by¢ wykorzystywana do okreslania stopnia zto$-
liwosci 1 potencjatu przerzutowego guza.
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