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Angiogeneesi ja lymfangiogeneesi kielen levyepiteelikarsinoomissa

Kielen levyepiteelikarsinooma on yksi tavallisimpia suuontelon kasvaimista. Jo aikaisessa vaiheessa
se saattaa metastasoida erityisesti kaulan alueen imusolmukkseisiin. Angiogeneesilla ja erityisesti
lymfangiogeneesilla on ajateltu olevan suuri merkitys kasvaimen levidmiselle paikallisesti, seka
metastasoinille. Tutkimuksessa pyrimme selvittdmain onko malignien ja premalignien tuumoreiden
valilla eroa imu- ja hiussuonien tiheyksissa.

Tutkimusaineisto koostui kielestd otetuista levyepiteelikarsinoomanéytteista ja ndiden kaulan alueen
imusolmukkeiden metastaaseista, seka kielesta otetuista hyperplasia- ja dysplasianéytteista.
Néaytteet varjattiin immunohistokemiallisesti CD34:114 (verisuonet), sekd D2-40:114 ja
Podoplaniinilla (imusuonet). Néytteet evaluoitiin siten, ettd kustakin kielikarsinooma- ja metastaasi,
sekd hyperplasia- ja dysplasianaytteestd arvioitiin mikroskooppitarkastelussa viisi (5) hotspottia,
joissa oli arviolta eniten suonia ja ndiden alueiden suonet laskettiin. N&aiden hotspottien keskiarvoja
vertailimme SPSS 13.0-ohjelmalla.

Tulostemme perusteella merkittdvaa eroa imu- ja hiussuonien tiheyksissa ei ollut havaittavissa
malignien ja premalignien kasvainten valilla. Imu- ja hiussuonien merkitysta kielen
levyepiteelikarsinooman metastastasointiin ja ennusteeseen tulisi jatkossa tutkia lisaa.
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5 Lahteet



1 JOHDANTO

1.1 Kielikarsinooma

Kielen levyepiteelikarsinooma on suun alueen yleisimpié syopié. Kielisyopien esiintyvyys vaihtelee
maittain. Suomessa vuonna 2008 miesten kielisyovan ikavakioitu ilmaantuvuus sataatuhatta

henkilovuotta kohden oli 1.9 ja naisten vastaava luku oli 1.3. (1)

Kielisyovan, kuten muidenkin sy6pien, varhainen tunnistaminen on olennaista ennusteen kannalta.
Usein suusyopé on alkuvaiheessaan véhdoireinen ja voi lahettda etapesékkeitd jo varhain.
Kielisyovan riskitekijoita ovat alkoholinkayttd, tupakointi, eraét limakalvomuutokset, kuten Lichen
planus ja leukoplakia sek& HPV-infektio. Kielisyovan hoito on kirurginen. Tarpeen vaatiessa
hoitoon voidaan liittdd myos sadehoito, johon usein yhdistetdan solusalpaajalagkitys mikéli

kyseessd on levinnyt tauti. (2)

Kliinisesti kielikarsinooman ennusteeseen heikentdvasti vaikuttavina tekijoind on pidetty kaulan
imusolmukemetastaasien esiintymisté, karsinooman relapsia sekd samanaikaista toisen
priméarikasvaimen kehittymista. Sosiodemografisten tekijoiden (ikd, sukupuoli, rotu, elamantavat)
ennusteellisesta merkityksesta on kayty keskustelua, mutta selkedd konsensusta ei toistaiseksi ole
saavutettu. Myoskaan kansainvalisen TNM-levinneisyysluokituksen ennustearvo ei ole
kielikarsinoomassa yksiselitteinen; esimerkiksi primaarileesion koko ei vélttamatta aina korreloi
taudin vaikeusasteeseen, silla metastaaseja voi ilmaantua jo primadrituumorin ollessa pienikokoinen
ja ne saattavat jadadd huomaamatta kliinisessa tutkimuksessa. Histopatologisista ennustetekijoista ei
my0dskaan ole kielikarsinooman kohdalla olemassa selkeité linjauksia. Silti on tutkittu useita
yksittaisia osa-alueita, kuten tuumorin angiogeneesia, apoptoosien maaraa, histologista luokittelua

sekd muita markkereita. (3, 4)
1.2 Angiogeneesi ja lymfangiogeneesi

Angiogeneesi ja lymfangiogeneesi ovat oleellisia tekijoita kKielikarsinooman etenemisessa, seka
ennusteessa. Ensisijaisesti imusuonien tiheytta voidaan pitda hyodyllisena tyokaluna arvioitaessa
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potilaan ennustetta. (5) Kuitenkin myds tutkimusten mukaan imusuonien tiheys ei korreloi kaulan

alueen imusolmukemetastaasien esiintyvyyteen. (6)

Tutkimusten perusteella Podoplaniinin expressio kielikarsinoomissa korreloi lisdadntyneeseen
kielikarsinoomien imusolmukematastaaseihin sekd huonontuneeseen ennusteeseen. (7) Lisaksi

kyseisen proteiinin expressio saattaa liittyd kasvaimen aggressiivisuuteen. (5)

CD34 expressio suuontelon kasvaimissa on tutkimusten mukaan todettu lisd&van riskia

imusolmukemetastaaseille. (8, 9)
1.3 Tutkimuksen tavoitteet

Taman tutkimuksen tavoitteena oli selvittad kuinka imusuonien ja hiussuonien tiheydet vaihtelevat
kielikarsinoomien ja ndiden metastaasien vélilla. Lisdksi on tavoitteena selvittdd onko

imusuonitiheyksissa eroa malignien ja premalignien tuumoreiden valilla.

2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Aineisto

Tutkimusaineisto koostui Tampereen yliopistollisessa sairaalassa vuosina 1994—2007 resekoiduista
suun ja kaulan alueen kudosnaytteista (Fimlab). Naytteitd oli otettu kielestd, tonsilloista, nielusta,
suun limakalvoilta sekd kaulan alueen imusolmukkeista, potilaan taudista riippuen. Kunkin naytteen
lopullisena diagnoosina oli joko hyperplasia, dysplasia tai karsinooma. Imusolmukenéytteet
liittyivat aina kullakin potilaalla johonkin edelld mainituista diagnooseista, ja kustakin

imusolmukenaytteestd joko 16ytyi metastaasi tai ei.

Alkuperdisen aineiston koko oli 183 suun alueen néytettd. Aineistosta jatettiin pois 26 naytetta,
koska néaytteita vastaavia parafiiniblokkeja ei ollut mahdollista saada arkistosta. Liséksi kolme
naytettd poistettiin aineistosta huonon laadun vuoksi. Tonsilla-, nielu- ja suun limakalvon néytteet
seka niihin liittyneet imusolmukenaytteet (18 kpl) jatettiin myds pois lopullisesta aineistosta.
Karsimisen jalkeen aineiston lopullinen koko oli 136 ndytettd. Naistd 99 oli kielindytteitd, joista 66
oli diagnosoitu karsinoomaksi ja 30 hyperplasiaksi, seka 3 dysplasiaksi. Kielikarsinoomanaytteisiin
liittyvia imusolmukendytteitd oli yhteensd 37, joista 23:ssa oli metastaasi ja 14:ssé ei ollut

metastaasia. 29 kielikarsinoomanéytteeseen ei liittynyt lainkaan imusolmukendytettd. Potilaita



aineistossamme oli 98, joista 44 (45 %) oli miehid ja 54 (55 %) naisia. Potilaiden keski-ika oli 60
vuotta (18-92 vuotta).

2.2 Menetelmat

Potilaista otetut naytteet oli resekoinnin jalkeen fiksoitu aluksi 10 %:lla formaliinilla, minka jalkeen
ne oli ké&sitelty tavalliseen tapaan kudosprosessorissa ja valettu parafiiniblokeiksi. Kunkin
kudosnaytteen parafiiniblokista leikattiin mikrotomilla 4 pm:n paksuisia leikkeitd, jotka poimittiin
naytelasille ja deparafinoitiin sekd esikasiteltiin immunovérjdysautomaatissa. Naméa naytteet
varjattiin Podoplaniinilla, D2-40:11& ja CD-34:11a. Lopuksi néytteet vietiin nousevan alkoholisarjan
l&pi (aqua 2 min., etanoli 70 % 2 min., etanoli 94 % kahdesti 2 min., absoluuttinen etanoli kolmesti
2 min., ksyleeni kolmesti 5 min.), ja peitettiin peitinlasilla.

Néaytteet evaluoitiin kayttden hyvéksi Weidnerin metodia, jota on aiemmissa tutkimuksissa
laajimmin kaytetty suonien tiheyksi4 arvioitaessa. (10) Ndytteet arvoitiin siten, ettd kustakin
kielikarsinooma- ja metastaasi-, seka hyperplasiandytteesta arvioitiin mikroskooppitarkastelussa
pienell& suurennoksella viisi hotspottia, joissa oli arviolta eniten suonia. Namé alueet tarkasteltiin
20x-suurennoksella, jolloin yhden ndkyman suonet laskettiin. T&ssd vaiheessa D2-40 varjatyt
naytteet jatettiin pois lopullisesta tutkimuksesta naytteiden varjaytyvyyden poikkeuksellisen
vaihtelevuuden vuoksi. Naista viidestd alueesta laskettiin suonien lukumaaran keskiarvo, joita
vertailtiin SPSS 13.0-ohjelmalla.

3 TULOKSET

Tuloksia analysoitaessa nédytteet jaettiin ryhmiin joita vertailtiin keskenddn. Nama ryhmét olivat
hyperplasia, dysplasia, kielikarsinooma, imusolmukkeen metastaasi ja imusolmuke, jossa ei todettu
metastaasia. Ryhmien imu- ja hiussuonien keskiarvoja vertailtiin Kruskal Wallisin testilla. Liksaksi
podoplaniinilla varjatyissa naytteissa vertailtiin myds hyperplasioiden ja kielikarsinoomien vélisi

eroja keskiarvoissa Mann-Whitneyn testilla.
3.1 Angiogeneesi

Aineiston CD34:11a vérjatyista nayteista lopulliseen tilastolliseen vertailuun péatyi 27 (90,0%)
hyperplasiaa, 3 dysplasiaa (100%), 57 (86,4%) kielen levyepiteelikarsinoomaa, 17 (73,9%)
imusolmuketta, joissa oli todettu metastaasi ja 10 (71,4%) imusolmuketta, joissa ei todettu
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metastaasia. Hyperplasioissa hotspottien hiussuonten lukuméaéran keskiarvo oli 25,1 ja mediaani
26,8 pinta-ala yksikkoa kohden. Keskihajonta oli 10,6. Dysplasioissa keskiarvo oli 25,3 ja mediaani
27,4. Keskihajonta oli 15,1. Kielen levyepiteelikarsinoomissa keskiarvo oli 23,1 ja mediaani 22,8.
Keskihajonta oli 7,9. Imusolmukkeissa, joissa todettiin metastaasi, keskiarvo oli 25,1 ja mediaani
24,0. Keskihajonta oli 12,6. Imusolmukkeissa, joissa ei todettu metastaasia, keskiarvo 22,0 ja
mediaani 20,8. Keskihajonta oli 8,2.

Kruskal-Wallisin testissa ei todettu tilastollisesti merkittavaa eroa hiussuonten tiheyksien valilla eri
nayteryhmissa (p = 0,910).

3.2 Lymfangiogeneesi

Aineiston podoplaniinilla vérjatyissa nayteisté lopulliseen tilastolliseen vertailuun pééatyi 24
(80,0%) hyperplasiaa, 3 dysplasiaa (100%), 47 (71,2%) kielen levyepiteelikarsinoomaa, 13 (56,5%)
imusolmuketta, joissa oli todettu metastaasi ja 11 (78,6%) imusolmuketta, joissa ei todettu
metastaasia. Hyperplasioissa hotspottien imusuonten lukuméaéaran keskiarvo oli 8,8 ja mediaani 5,4
pinta-ala yksikkoa kohden. Keskihajonta oli 12,0. Dysplasioissa keskiarvo oli 4,6 ja mediaani 6,0.
Keskihajonta oli 4,1. Kielen levyepiteelikarsinoomissa keskiarvo oli 8,9 ja mediaani 8,4.
Keskihajonta oli 5,9. Imusolmukkeissa, joissa todettiin metastaasi keskiarvo oli 7,6 ja mediaani 7,0.
Keskihajonta oli 5,4. Imusolmukkeissa, joissa ei todettu metastaasia keskiarvo 6,1 ja mediaani 5,5.
Keskihajonta oli 3,1.

Kruskal-Wallisin testill ei todettu tilastollisesti merkittdvaa eroa naytteiden imusuonien tiheyksien
valilla (p = 0,362). Myoskaan Mann-Whitneyn testilld ei havaittu tilastollisesti merkittavaa eroa

hyperplasioiden ja kielen levyepiteelikarsinoomien imusuonien tiheyksien valilla (p = 0,156).

4 POHDINTA

Kielikarsinoomassa etdpesakkeiden kehittymisen ja taudin etenemisen tutkiminen on perusteltua,
silla levinnyt syopa voi kehittya salakavalasti jo varhain ilman merkittavia oireita. Angiogeneesin ja
lymfangiogeneesin merkitysta tahan liittyen on tutkittu, koska tdma tarjoaisi myos vaylén
mahdollisten levidmistd ehkéisevien seké tautia hillitsevien ladkkeiden kehittdmiseen ja
tutkimiseen. Angiogeneesié hillitsevia ladkkeita on jo k&ytdssé ja ndistd on ndyttod mm. ei-pieni

soluisen keuhkosydvan hoidossa. (11, 12) Taman vuoksi Kielen levyepiteelikarsinooman angio- ja



lymfangiogeneesin tutkiminen on tarkeéd, silla edelleenkin on hyvin ristiriitaista tietoa siitd, kuinka
imu- ja hiussuonien tiheydet vaikuttavat potilaan ennusteeseen ja millainen merkitys niill& on taudin
etenemiseen. (6, 7, 8, 9, 13)

Tutkimuksemme viittaa sihen, ettei malignien ja premalignien tuumoreiden valilla ole merkitsevéaa
eroa hiussuonten tai imusuonten tiheyksissd, mihin viittaavat myos toiset tutkimukset. (6) Kuitenkin
on my6s tutkimustuloksia, joissa on todettu, ettd lisdantynyt angiogeneesi ja CD34 expressio on
yhteydessa kielikarsinoomien metastaaseihin. (8, 9) Podoplaniinin exspressio on myds tutkitusti
yhteydessa huonoon ennusteeseen, kuten myds imusolmukemetastaaseihin kielen

levyepiteelikarsinoomissa. (7)

Tutkimuksemme ldht6kohtana oli oletus, ettd hiussuonien ja imusuonien tiheys olisi suurempi
maligneissa tuumoreissa verrattuna hyperplasioihin. Samoin oletimme, ettd olisi ollut
imusolmukkeissa, joissa todettiin metastaasi verrattuna niihin imusolmukkeisiin, joissa ei
metastaasia todettu. Kuitenkin tutkimustulostemme perusteella imusuonien tiheydessé ei tilastollista
eroa ole osoitettavissa kielen levyepiteelikarsinoomien ja hypeplasioiden valilla, kuten ei mygskaan
ole metastaattisten ja ei-metastaattisten imusolmukkeiden valilla. Mydskaan hiussuonien tiheyksilla
el tutkimuksessamme havaittu olevan tilastollista eroa vertailuissa ryhmissa. Vastaavanlaisia
tuloksia on saatu aiemmissa tutkimuksissa. (6, 13) Nama edelld mainitut tutkimukset ovat

ristiriidassa niin ikd&n samoja aihealueita ké&sittelevien tutkimusten kanssa. (8, 9)

Tutkimustulosten ristiriitaisuus saattaisi selittya sillg, etta erityisen aggressiivisten kasvainten kyky
tuottaa hiussuonten tuotantoa lisdavia kasvutekijoita ei riitd yllapitdmaan hiussuonimuodostusta,
jolloin kasvaimen nekroottisten alueiden maara liséantyy. Tasta syysté voi syntya harha

todellisuutta pienemmaésté suonitiheydesta.

On my0s arvioitu, ettd I&hinn& ensisijaisesti metastasointi tapahtuisi suun levyepiteelikasvaimissa
lamina propriassa sijaitsevien, jo ennen kasvainta olemassa olevien, dilatoituneiden imusuonien
kautta. Talta pohjalta on oletettu, ettd imusuonilla, joita on hyvin runsaasti siellda missa kasvain
invasoi terveeseen kudokseen, ei olisi niin suurta merkitysta kasvaimen metastasoimiseen. (14)
Tutkimuksessa havaitsimme vastaavaan viittaavaa ilmiota. Suurelta osin ndytteissa havaittu
malignien solujen esiintyminen imusuonissa havaittiin juuri vastaavanlaisissa dilatoituneissa

imusuonissa.



Jatkossa tulisi tutkia laajemmin angiogeneesin ja lymfangiogeneesin vaikutuksia. Esimerkiksi
naiden vaikutusta 5 vuoden elossaoloennusteeseen, sekd metastaasien todennakdisyyteen ja
erityisesti mahdollisiin relapseihin potilailla joilla todetaan kielen levyepiteeli karsinooma..
Tutkimuksen arvoa liséisi, jos samassa yhteydessa arvioitaisiin angiogeneesin kasvutekijoita, joita
osassa muista tutkimuksissa on tutkittu. Liséksi olisi syyté tutkia, kuinka kasvaimen
metastasoimiseen ja relapseihin vaikuttaa priméaérituumorissa havaittu malignien solujen invaasio

dilatoituneisiin imusuoniin.
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