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  سروگردن يسلول سنگفرش نوميدركارس CD34كوچك با استفاده ازماركر يتراكم عروق خون يابيارز
  

  3#آزموده فائزهدكتر  3دژ يت يت نبيآزاده زدكتر  3 يخاص يمهرناز علدكتر  2يسامان نيميسدكتر   1يمخانيكر يعلدكتر 
 استاديار دندانپزشكي كودكان، دانشكده دندانپزشكي، دانشگاه علوم پزشكي قزوين  -1

  نيقزو يپزشك، دانشگاه علوم  يپاتولوژ ارياستاد-2
  نيقزو ي، دانشگاه علوم پزشك يفك و صورت، دانشكده دندانپزشك يپاتولوژ ارياستاد- 3

  
  :خلاصه

كارسينوم  ينكهابا توجه به . دارد يتومورنقش محور يمش نيهمچن و ميبدخ يومورهات وگسترش رشد در وژنزيآنژ :سابقه و هدف
 تياهم ازSCC     يمش نييدر تع وژنزيحفره دهان است , مطالعه نقش آنژ يميخبد نيعتريشا  (SCC) ي سر و گردنسلول سنگفرش

بيماران  كيدموگراف يبا فاكتورها) MVD(تراكم عروقي خوني كوچك  نيرابطه ب يبررس لعهمطا نيبرخوردار است . هدف از ا ييبسزا
  تومور بود. اين زيدرجه تما

بلوك كارسينوم سلول سنگفرشي سروگردن از آرشيو بخش آسيب شناسي  22 تحليلي تعداد ,ه توصيفيدراين مطالع مواد و روش ها:
 طبق طبقه بنديآنها  لامهاي هماتوكسيلين و ائوزين   grading فك و صورت دانشكده دندانپزشكي قزوين استخراج شد و ,دهان

Broderبا آنتي بادي بلوكها به روش ايمنوهيستوشيمي. توسط پاتولوژيست انجام شد CD34 سه ناحيه  ,در هر نمونه .رنگ آميزي شدند
 T وAnovaآزمونهاي  با  ها آناليز آماري داده .شمارش و محاسبه شدانجام شد.   MVD پذيري شديد انتخاب و ميانگين با رنگ

Student انجام شد. 05/0 با سطح معني داري  
 2/43±1/7برابر با  diff   Moderate -Poorانواعودر  66/32±4/7بر با برا  Well diff SCCميزان تراكم عروقي در انواع : ها افتهي

  ) P<05/0) فاكتورهاي دموگرافيك بيماران ارتباط معني داري با ميزان تراكم عروقي نشان ندادند. (P=003/0بود (

  يابد.سر و گردن تراكم عروق خوني كوچك افزايش مي  SCCرسد با كاهش ميزان تمايز در به نظر مي  :يريگ جهينت
  وژنزي, آنژنوماي,اسكواموس سل كارس grade, يميستوشيمنوهي,ا CD34نشانگر: يديكل كلمات

  
  26/6/97پذيرش مقاله:   26/6/97  اصلاح نهايي:  26/2/97 وصول مقاله:

  
 

  مقدمه:
دربافت  كيولوژيزيف طيمانند آنچه در شرا يعروق خون ليتشك
 يتومورال و سرطان يدر رشد و گسترش سلولها دهديرخ م

كه رشد توده تومورال  يكند به گونه ا يم فايا ينقش مهم
 متريليم 2از ا تا شيب يعروق خون ليبدون حضور وتشك

  )1(.ستين ريامكانپذ
 نهيدر زم يمطالعات Folkmanو سپس Algire بار نينخست يبرا

 نيا ريدر داخل تومور انجام دادند و تاث يعروق خون ليتشك
  )3-1(كردند. يرا بر رشد تومور بررس نديفرآ
 يكننده مش نييتواند تع ياز سرطانها م ياريدر بس وژنزيآنژ

از جمله متاستاز  يآگه شيپ فيتومور و مرتبط با عوامل تضع

كننده  فيفاكتور تضع كيبه عنوان  يا هيناح يبه عروق لنفاو
تعداد عروق رنگ  نيانگيباشد كه به واسطه م يآگه شيپ

 يالياندوتل يانشانگر سلوله يباد يتوسط آنت (MVD)رفتهيپذ
  )10-4(شود.  يمشخص م

را  ييبدست آمده از مطالعات موجود تفاوتها جيوجود نتا نيا با
و  كيكوپاتولوژينيكل يو فاكتورها وژنزيآنژ نيارتباط ب نهيدر زم
 ينومايو اسكواموس سل كارس دهديسرطانها نشان م يمش

 يثنامر مست نياز ا زين  (OSCC)رنگ آميزي سر و گردن 
  )11-17(.ستين

CD34 پيت لاتيكوزيگل ييغشا نيكوپروتئيگل I از خانواده
 يآنت )18(است. kDs 120-105 يبا وزن ملكول نيالوموسيس
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شود و  يمتصل م ييغشا نيالوپروتئيبه س Anti-CD34 يباد
ساز  شياز حالت پ يالياندوتل يقادر به مشخص كردن سلولها

  )19و3(است. افتهي زيتا تما
سرطان در  يمش نييدر تع وژنزينقش آنژ تيبه اهم توجه با

محدود بودن  زيمتفاوت حاصله و ن جيمختلف و نتا يارگانها
 ازينناحيه سر و گردن    SCC يبر رو نهيزم نيمطالعات در ا
 ديشود تا شا يمبحث احساس م نيدر ا يشتريبه مطالعه ب

  .گردد نييتع هيدرمان سرطان اول يمش
 يتراكم عروق خون نيانگيحاضر محاسبه ماز مطالعه  هدف

 يسروگردن با استفاده از تظاهر آنت SCC) درMVDكوچك (
سن, جنس,  كيدموگراف يو رابطه آن با فاكتورهاCD34 يباد

  بود. تومور  زيمحل تومور و درجه تما
  

  مواد و روش ها
تحقيق به صـورت توصـيفي و تحليلـي روي بلوكهـاي پارافينـه      

فـك و صـورت    ,ر بخـش آسـيب شناسـي دهـان    بايگاني شده د
. دانشكده دندانپزشكي دانشگاه علوم پزشكي قـزوين انجـام شـد   

براي اين كار تمام پرونـده هـا اسـتخراج و بلوكهـاي پارافينـه و      
لامهاي هماتوكسيلين و ائوزين مربوط به بافتهاي بيماران از اين 

مـورد بـاز بينـي مجـدد      پاتولوژيست  2 توسط بخش انتخاب و
. وارد مطالعه شد ،و پس از تاييد وجود بافت مورد نياز هقرارگرفت

معيارهاي ورود به تحقيق شامل پرونـده هـاي داراي تشـخيص    
نمونـه هـا داراي   , سـر و گـردن بودنـد   SCC  قطعي پاتولوژي 

سابقه و پرونده كامـل و نيـز داشـتن بافـت كـافي در بلوكهـاي       
و اسـتفاده  كافي نبوده نمونه هايي كه بافت آنها  ند.بود  پارافينه

  .ازتحقيق خارج شدند ،از آنها نيز از نظر اخلاقي صحيح نبود
 Grading    نمونه هاي مورد مطالعه با اسـتفاده از طبقـه بنـدي

Broder)20( ,     انجام شد و در نهايـت از بلوكهـا مقـاطعي تهيـه و
  .بررسي شدند )CD34( توسط نشانگر ايمنوهيستوشيمي

 Streptavidin-biotinايمنوهيستوشيمي با استفاده از روش

Complex ميكروني از بلوكهاي  4 ابتدا برشهاي.  انجام گرفت
 POLY-L-Lysinازپارافيني تهيه و روي اسلايدهاي پوشـيده  

پارافين زدايي  xyleneدر مرحله بعد نمونه ها در. قرار داده شد
سپس جهـت مهـار    .هيدراته شدندو در درجات مختلف اتانول د

ــدروژن     ــاوي هي ــانول ح ــا در مت ــه ه ــي نمون ــيداز داخل پراكس
ــايد ــراي%  0/ 3پراكســ ــا  15 بــ ــه و بــ ــه قرارگرفتــ   دقيقــ

 Phosphate buffered salin (PBS)   شستشـو داده شـدند. 
براي غيرفعال كـردن اپيتوپهـاي باقيمانـده در بافـت ازحـرارت      

 CD34 ي بـادي منوكلونـال  ماكروويو استفاده شد و سپس آنت ـ
 بـه مـدت  )  دانمارك DAKO( ساخت شركت   ،1:50 غلظت

  .دقيقه بر روي بافت قرارگرفت 30
آن انكوبه شدند و بعد از  PBS مقاطع بافت به مدت يكساعت با

اسـتفاده شـد.    Streptavidin-biotin-peroxidaseسيستماز 
ــلولها  ــرفتن سـ ــافتي ، بـــراي رنـــگ گـ ــاطع بـ ــاور   ،مقـ مجـ

ــول ) DiaminoeBenzidineHydrocholoride )DABمحلــ
 Harrisپس ازاين مرحله نمونه ها با هماتوكسيلين  .قرارگرفتند
رنگ آميزي و سـپس آبگيـري شـده و     counterstainبه عنوان

دررنـگ آميـزي حاصـله    . لامل بر روي اسلايدها قـرار داده شـد  
وه اي هســته و سيتوپلاســم ســلولهاي انــدوتليال بــه رنــگ قه ــ

  . درآمدند
  vanوweidnerشــمارش و ارزيــابي عــروق بــا اســتفاده از روش

 Hoef از لام رنـگ آميـزي شـده فاقـد آنتـي       ) 17،14(.انجام شد
بادي نيز به عنوان كنترل منفـي و از لنفـوم بـه عنـوان كنتـرل      

 رنـگ  نـواحي بـا  اسـلايدها  جهـت بررسـي    .مثبت استفاده شـد 
 100 يو ابتــدا بــا بزرگنمــاي ندخــاب شــدپــذيري شــديد انت

كـه   حيـه سـه نا (ساخت ژاپـن)   Nikomنوري  ميكروسكوپ ,
واجد بيشترين رنگ پذيري بودند انتخاب شدند و سپس درهـر  

, انجـام شـد   400يك از اين نواحي شمارش عروق با بزرگنمايي
سپس ميـانگين عـروق شـمارش شـده در ايـن سـه ناحيـه بـه         

يزهاي آمـاري مـورد اسـتفاده قرارگرفـت و     درآنال MVDعنوان
محل تومور  ،جنس،با فاكتورهاي دموگرافيك سنMVD رابطه

مـــورد ارزيـــابي  (grading)درجـــه تمـــايز ميكروســـكوپي و
  .قرارگرفت
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انجام  18نسخه  SPSSمحاسبات آماري با استفاده از نرم افزار 
ــد.  ــونشـ ــاآزمـ ــه  هـ ــار رفتـ ــه كـ ــه  بـ ــل يافتـ ــاتحليـ  ،هـ

Student,ANOVA T و  و ضريب همبستگي پيرسون بودنـد
بـه عنـوان سـطح معنـاداري در نظـر       >05/0Pدر تمامي موارد 

  گرفته شد.
  

:يافته ها  
سر و گردن مـورد بررسـي    SCCبلوك پارافينه  22در مجموع 

) مـورد  22 ازمورد  12  (درصد  5/54قرار گرفتند.ازاين تعداد  
مردبودند كه از نظر ) مورد  22  از مورد 10(درصد  5/45 زن و

ازنظـر توزيـع مكـاني     مشابه بود.  جنسي تعداد مبتلايان تقريبا
مخـاط  ). درصد5/45(در زبان گزارش شد SCCبيشترين موارد 

دررتبـه هـاي    7/22 باكال و اسـتخوان آلوئولاربـا درصـدفراواني   
ــا درصــدفراوانيبعــدي قرارگرفتنــد وكــ  5/4 ف دهــان و لــب ب

كمترين فراواني را به خود اختصاص داد. از نظـر توزيـع سـني    ,
نشان مي دهد بيشترين مبتلايان متعلـق   1همانطور كه جدول 

 سال بود و كمترين تعداد بـه رده سـني   80 تا 70 به رده سني
 2/61 ميـانگين سـني مبتلايـان   .  سال تعلـق داشـت   70 تا 60

  بود. 17 روانحراف معيا
 
 

به تفكيك  هاي مورد بررسي نمونهتوزيع فراواني نسبي -1جدول 
 سن

 
 

  
  
  
  
  
  
  
  

درجه تمايز  از نظر توزيع فراواني به تفكيك
  درجه تمايزخوب, موارد % 5/54 ، (grade)ميكروسكوپي

)Welldiff ( موارد درجه تمايز متوسط تا  5/45و %
  داشتند.  (moderate to poor  grade)ضعيف

فيلد شمارش شده در  3ميانگين عروق خوني رنگ پذيرفته در 
  ).1محاسبه شد (شكل  MVDبه صورت ميانگين  , داخل تومور

  

  
 

  CD34پذيري عروق خوني داخل تومور با آنتي بادي رنگ  –شكل 
A 100=بزرگنمايي  
B 400= بزرگنمايي  

  
  

 درصد تعداد سن

سال 40كمتر از   314

50 -40  418

60-50  314

70 -60  15

80-70  940

سال 80بالاي   49
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درافراد مورد  gradeبا  CD34بررسي رابطه ميانگين بروز- 2جدول 

  مطالعه
  
  

 
 
 

 
بررسي رابطه فاكتورهاي دموگرافيك(سن، جنس، محل)  - 3جدول 

gradeبا  طالعهنمونه هاي مورد م   
 

فاكتور 
 P دموگرافيك

534/0 محل  

444/0 جنس  

176/0 سن  

  
   :بحث

آنژيوژنزمهمترين و شناخته شـده تـرين پاسـخي اسـت كـه در      
   )21(.ميزبان توسط تومورهاي مختلف القا مي شود

كارسينوم سلول سنگفرشـي جـزو ده تومورشـايع و شـايعترين     
العه نقـش  با توجه به اهميت مط,)22(.بدخيمي حفره دهان است
ــوژنز در تعيــين مشــي ــا فاكتورهــاي  SCCآنژي و ارتبــاط آن ب

درجـه  , مرحله بـاليني تومـور   , كلينيكوپاتولوژيك مثل متاستاز
مطالعــات مختلفــي توســط  ميــزان بقــاتمــايز ميكروســكوپي و 

  )16و14و4و3(.محققين دراين زمينه انجام شده است
 سـروگردن  SCCژيـوژنز در در اين مطالعه به منظور بررسـي آن 

  .استفاده شد MVDجهت بررسي CD34ازنشانگر
از روشهاي كمي تعيين آنژيوژنز ),MVD( بررسي تراكم عروقي

  )23(.تومورها مي باشد
اين است كه درعروق نابالغ VIII نسبت به فاكتورCD31برتري

بافيبروبلاســـتهاوبرخي پلاسماســـلها CD31نيزحضــورداردولي 

قـوي را   expressionهد وبه نـدرت  واكنش خفيفي نشان ميد
عدم شكسـت در  CD31نسبتبهCD34برتري. نمايان مي سازد

ــا داراي  ــذيري اســت و غالب ــالايي مــي  expressionرنــگ پ ب
  )24(.باشد

ــين   ــاداري ب ــاط معن ــيچ ارتب ــا ه ــه م ــل و CD34درمطالع  عوام
جنس ومحل تومور يافت نشـد  ,سنبيماران شامل  دموگرافيك 
 نشـانگر  و تومـور بـين درجـه تمـايز ميكروسـكوپي     اما ارتبـاط  

CD34 تومـور  تمـايز كـاهش ميـزان    طوريكه بابه  بود معنادار ،
  .افزايش يافت CD34  نشانگر

ــه ــارانAscaniدرمطالعـ ــي, وهمكـ ــاط معنـ ــين  ارتبـ داري بـ
ــن ــنس,ســـ ــا,جـــ ــايزومحل توموربـــ ــت MVDســـ يافـــ

ــ ــانگرgradingدامابيننش ــاط معنــي داري  CD34  ونش ارتب
ميـزان تمـايز تومـور     CD34  ,وجودداشت به طوريكه باافزايش

   )22(كاهش يافته بود.
ايـن تفـاوت    با  ،بود مشابه يافته هاي ما نتايج اين مطالعه كاملا

سـنجيده   نيـز  MVD كه دراين مطالعه ارتباط بين سايزتومورو
 Ascani مطالعـه  در نمونه هـا  باتوجه به اينكه تعداد. شده بود

ايـن مطلـب   , حدودا سه برابرنمونـه هـاي مطالعـه حاضراسـت    ,
يعنــي در  .ميتواندتاييـدي برصـحت نتـايج بدســت آمـده باشـد     

داري ين سـن و جـنس و محـل    مطالعه ايشان نيز ارتباط معني
  زارش شد. وقوع و ميزان تراكم عروقي تومور گ

 ارتباط معني داري بين سـايزتومور  وهمكاران Stingaدرمطالعه
ــتولوژيكي  , ــه تمايزهيســـ ــف نودهاودرجـــ ــري لنـــ درگيـــ
وكـاهش   gradingبـه طوريكـه بـاافزايش   , وجودداشتMVDبا

  )25(.افزايش پيداكرده بود  MVD,  درجه تمايز
ــه    ــن مطالع ــايج اي ــابراين نت ــر از بن ــزايش نظ ــاMVD  اف  ب

ايـن تفـاوت كـه     بـا   ،هاي مـابود مشابه يافته gradingافزايش
  .استفاده شده بودCD105  ازنشانگر

هرچـه تمايزسـلولهاي   , gradingباتوجه به اينكه طبـق تعريـف  
يكـي  , هيستولوژي آن بالاتراسـت   grade ,  تومورال كمترباشد

ميتوان  راSCC بالايgrade ازدلايل احتمالي افزايش آنژيوژنزدر
باكاهش تمايزسلولهااحتمالاموتاسيونهاي  چنين درنظرگرفت كه

ميانگين± درجه تماير ميكروسكوپي SDp 

Welldiff 
 (خوب تمايز يافته)

4/7±66/32
0/003 

Moderate-poor diff 
 (تمايز متوسط تا ضعيف)

1/7±2/43
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ژنتيكــي درداخــل ســلول تجمــع بيشــتري پيداميكندودررابطــه 
ــاآنژيوژنزاين موتاســيونهاميتوانندبه نحــوي عمــل كنندكــه      ب

ــاي  ــده هــ ــال  راantiangiogenicملكولهاوگيرنــ غيرفعــ
  )26(.فعال نمايد را  Proangiogenicو
. Eshghyarهنمون 40,  همكاران وSCCزبان رابه روش IHCبا 

نمونه هـاي  Grading . بررسي نمودندCD34 نشانگر استفاده از
ــا  ــه ب ــتفاده از موردمطالع ــدي  اس ــه بن ــام  Broder طبق انج

ناحيـه   درCD34بـالاي نشـانگر   بنابرنتايج اين مطالعه بـروز .شد
بـه غـددلنفاوي گردنـي     متاسـتاز  بـروز  با ،داخل وحاشيه تومور

وهمكـاران كـه   Astekarدرمطالعـه  ) 27( .رابطه معناداري داشت
 نشـانگر  وAnti-VEGFبااستفاده ازآنتـي بـادي پلـي كلونـال    

CD34انجام شد ,MVDبه  باپيشرفت بيماري افزايش ميافت و
ليـوم ديسـپلازي   اپيتنسبت به دهان  SCC طورمعني داري در

بادرجـه  MVDميـزان  داشـت.  مخاط نرمال بروزبالاتري شده و
 ميانگين grade, افزايش با رابطه مستقيم داشت وSCCتمايز

MVDايـن نظركـه بـا    نتايج اين مطالعه از )28(افت.يكاهش مي 
 بـا  تضـاد  در كـاملا  ،افزايش ميافـت MVD ,  ايزتومورتافزايش 

يتواند منشا اختلاف در نتـايج  علل متعددي م .بود هاي مايافته 
بدست آمـده باشـد از آن جملـه اسـتفاده از آنتـي بـادي هـاي        

استفاده از تكنيك  ,مختلف به عنوان نشانگر سلولهاي اندوتليالي
ــر    ــاوت جهــت شــمارش عــروق و وجــود عوامــل غي هــاي متف

  آنژيوژنيك قابل ذكر است.
 ـ      ه باتوجه به اينكه امـروزه افـزايش مقاومـت سـرطانها نسـبت ب

براي كشف  درمانهاي رايج،مسأله دردسرسازي شده است تلاشها
وشناسايي عوامل ضدسرطاني جديدكه موجـب افـزايش ميـزان    

مقاومـت  . حساسيت سلولهاي سرطاني گردند،روبه افزايش است
سلولهاي سرطاني نسبت به داروهاي شيميايي منجربـه كـاهش   

امات سطح پاسخ اين سلولهانسبت به داروودرنتيجه شكست اقـد 
 بـا  مؤثرترويـا بنابراين،تحقيق وتوسعه داروهـاي  . درماني ميگردد

  )29(.اهميت فزاينده اي برخورداراست از اثرات جانبي كمتر
استراتژي مهاررگزايي ازاين لحاظ اهميت داردكه ممكـن اسـت   

اين روش  مقاومت كمتري نسبت به درمان با سلولهاي سرطاني،

به بوده و  مربوط به استروما اين قضيه مستقيما نشان دهند،زيرا
، ارتبـاطي  سلولهاي توموري كه ازلحاظ ژنتيكـي ناپايدارهسـتند  

  )31، 30(ندارد
مهـم   ايـن فرآينـد   آنژيوژنزكه به هدف تداخل بـا  روشهاي مهار

اي بـراي درمـان   مسـيراميدواركننده  جهت گيـري نمـوده انـد،   
    )30(.گردندميمحسوب  بيماريهاي وابسته به آنژيوژنز

  
  

  :نتيجه گيري
سر و گردن   SCCرسد با كاهش ميزان تمايز در به نظر مي

  يابد.تراكم عروق خوني كوچك افزايش مي
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