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VIII. STRESZCZENIE

1. Streszczenie w jezyku polskim.

Rak jamy ustnej jest chorobg o wysokiej $miertelnosci. Wezesne wykrycie
choroby oraz wdrozenie leczenia skutkuje pigcioletnim przezyciem pacjentéw w ok.
80-90%. Niestety ok. 90% przypadkow jest wykrywana w zaawansowanym stadium.
W krajach rozwinigtych wspétczynnik pigcioletniego przezycia leczonych pacjentow
wynosi zaledwie ok. 50%, zas w krajach rozwijajacych si¢ spada ponizej 30%, przy
czym statystyki te nie ulegly istotnej poprawie w ciggu ostatnich 30 lat. Powyzsze
fakty wskazuja na potrzebe sprawnego wykrywania i diagnostyki wszelkich patologii
tkankowych zlokalizowanych na powierzchni blony Sluzowej jamy ustnej i
utrzymujacych sie powyzej 7 dni od wyeliminowania potencjalnego czynnika

sprawczego, poniewaz moga one by¢ potencjalnym miejscem nowotworzenia.

Urzadzenie Velscope VX zostalo opracowane w tym wiasnie celu. Wedhug
producentéw badanie blony sluzowej za pomocg tej aparatury zwieksza skutecznosé
ujawniania takich zmian patologicznych oraz ich wstepna diagnostyke. Umozliwia
ono obserwacje autofluorescencji tkankowej czyli emisji zwrotnej fotonéw energii
po wzbudzeniu za pomocg $wiatta niebieskiego fluoroforow komorkowych i
tkankowych. Tkanka fizjologiczna wykazuje tzw. ,zielong fluorescencjg”, a wigc
obraz zwrotnego pasma promieniowania przyjmuje barwe jasnozielona. Tkanki
patologiczne na skutek zaburzen morfologicznych oraz zmian metabolicznych
objawiaja sie jako obszary tzw. ,,ubytku autofluorescencji”, a wigc ciemne plamy, o
réznym stopniu nasilenia czerni. Zjawisko jest obserwowane w czasie rzeczywistym

poprzez wizjer urzadzenia VELscope VX, a takze moze by rejestrowane.

Celem moich badan byta ocena przydatnosci klinicznej powyzszej aparatury w
diagnostyce zmian o nieokreslonym potencjale rozrostowym, zlokalizowanych w
wymienionym obszarze anatomicznym. Badaniem obj¢to grupe 80 petnoletnich

pacjentéw (41 kobiet i 39 mezczyzn) ktorzy zglosili si¢ do Zaktadu Chirurgii
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Stomatologicznej w okresie 12 miesigey (od 1.XI1.2013 do 1.XI1.2014) celem

konsultacji specjalistycznej patologii tkankowych zlokalizowanych w jamie ustne;j.

Pacjenci wypehniali ankiety zawierajace informacje ogolne, wywiad lekarski,
stomatologiczny, onkologiczny oraz informacje o narazeniu na podstawowe czynniki
ryzyka raka jamy ustnej. Po zebraniu wywiadu oraz przeprowadzeniu badania
stomatologicznego przystepowano do czgsci klinicznej badania, obejmujacej analiz¢
powierzchni blony $luzowej jamy ustnej metoda wzrokowa w $wietle biatym lampy
unitu stomatologicznego. Etap ten wykonywat specjalista chirurgii szczgkowej. Na
podstawie dostepnych danych stawiat on rozpoznanie kliniczne. Nast¢pnie glowny
badacz (doktorant) badat autofluorescencj¢ tkankowa przy uzyciu urzadzenia
VELscope VX, okreslajac stopiei nasilenia patologii w obszarze zmian wedlug
autorskiej, czterostopniowej skali oceny stopnia ubytku autofluorescencji (skali
FVL). Pézniej dokonywano 7-dniowej obserwacji zmiany po wykluczeniu
potencjalnych czynnikéw sprawczych. Utrzymywanie si¢ zmian stanowito
wskazanie do pobrania wycinka probnego. W przypadku tworéw wzbudzajacych
niepokéj onkologiczny pomijano 7-dniowy czas karencji, od razu pobierajac
wycinek. Lacznie pobrano materiat z 60 zmian. Na ich podstawie wykonywano po
dwa preparaty mikroskopowe dla kazdego wycinka. Pierwszy poddawano
standardowemu barwieniu hematoksyling i eozyng. W drugim wykonywano odczyn
immunohistochemiczny z surowicg anty Ki-67 MIB-1, co umozliwialo wykrycie
jader komoérek bedacych w aktywnych fazach podziatu komérkowego (mitozy).
Nastepnie oba preparaty badal pod mikroskopem optycznym specjalista
patomorfolog. Na podstawie preparatu pierwszego stawial on rozpoznanie
patomorfologiczne, warunkujgce dalsze postepowanie terapeutyczne. Po analizie
drugiego preparatu wyznaczano wartosci Indeksu Proliferacyjnego (IP), ktory
okresla odsetek komorek proliferujgcych (znajdujacych sie¢ w aktywnych fazach
podzialu mitotycznego) i moze byé pomocny w determinacji potencjatu
wzrostowego zmiany. Wartosci Indeksu Proliferacyjnego nigdy nie moga by¢
analizowane w oderwaniu od obrazu histopatologicznego. Ze wzgledu na
architekture nabtonka wielowarstwowego plaskiego jamy ustnej powyzsze wartosci
procentowe podano z podzialem na warstwe podstawng (WP) oraz zrgb

tacznotkankowy (ZE). Indeks Proliferacyjny 40-50% w warstwie podstawnej
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obserwuje sie¢ w warunkach fizjologicznych, poniewaz jest to strefa intensywnej
proliferacji w obrgbie nablonka. Stwierdzenie wartosci Indeksu Proliferacyjnego do
20% w zrgbie lgcznotkankowym tkanki (ZF) przyjeto za oznake zwigkszonej
aktywnosci proliferacyjnej tej strefy, obserwowana w wielu réznych patologiach,
jednak ich charakter nigdy nie byt zlosliwy. Istotny jest bowiem brak znaczacych
zaburzen w architekturze tkanki. Jesli wystgpowaly tego typu nieprawidtowosci w
warstwowej budowie tkanki nablonkowej wyznaczano wartosci Indeksu

Proliferacyjnego w catej masie tkankowej (CM).

Przeprowadzono weryfikacje aparatury VELscope VX oraz opracowanej
czterostopniowej skali FVL pod katem oceny aktywnosci proliferacyjnej w obrebie
zmian $luzéwki. Znaczne zaburzenia architektury tkankowej w polaczniu z
wysokimi wartosciami Indeksu Proliferacyjnego (20% CM i wigcej) wskazujg
bowiem na obecno$¢ procesu nowotworowego o duzej dynamice. Finalnie
zestawiono uzyskane wartosci oceny stopnia ubytku autofluorescencji wedtug skali
FVL z uzyskanymi wartosciami Indeksu Proliferacyjnego z uwzglednieniem

architektury tkankowej.

Wyniki badania byly nastgpujace. Sposréd 83 zmian u 80 przebadanych
pacjentow weryfikacji histopatologicznej poddano 60 zmian. W tej grupie znalazio
si¢ 11 zmian zlosliwych oraz 49 lagodnych. W przypadku zmian zlosliwych
wszystkie warto$ci stopnia ubytku autofluorescencji FVL wynosity 3, poza jednym
przypadkiem, gdzie warto§¢ wynosita 2. Wartosci Indeksu Proliferacyjnego
wyznaczone na podstawie badania materiatu tkankowego pobranego z obszaru tych
zmian we wszystkich 11 przypadkach byly wyzsze niz 20% CM (w calej masie
tkankowej), co interpretuje si¢ jako warto$¢ wysoka, ktora sugeruje znaczne
zaburzenia w budowie mikroskopowej tkanek oraz znaczne zaawansowanie procesu
nowotworowego. Wysokie wartosci Indeksu Proliferacyjnego w calej masie
tkankowej wigzaly si¢ z najwyzszymi ocenami stopnia ubytku autofluorescencji -
FVL 3 w 10 przypadkach oraz FVL 2 w jednym, z czego wynika, iz obie metody
zgodnie wskazywaly zmiany rakowe. W zmianach, ktérych stopieft ubytku
autofluorescencji okresono na FVL 0 lub 1 we wszystkich przypadkach stwierdzono
wzglednie zachowang architekture tkankowa. Wartosci Indeksu Proliferacyjnego nie

przekraczaty 50% w warstwie podstawnej oraz 20% w zrebie tacznotkankowym.
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Ubytek  autofluorescencji FVL 2 réwniez towarzyszyt  wartosciom
nieprzekraczajgcym tej granicy, poza jednym przypadkiem, w ktérym odnotowano
znaczne zaburzenia budowy tkankowej i okreslono wartos¢ Indeksu Proliferacyjnego

w calej masie tkankowej (wartos¢ przekraczata 20%, a zmiana okazala si¢ ztosliwa).

Obicktywnos¢ badania autofluorescenciji tkankowej przy uzyciu VELscope VX
jako indykatora kancerogenezy podwazajg jednak wyniki dotyczace zmian
tagodnych, w ktérych okreslono wysoki stopien FVL o wartosci réwnej 3, a wige
silny ubytek autofluorescencji. Zdarzylo si¢ to w dwoch nadzigSlakach, gdzie
wartosci Indeksu Proliferacyjnego nie przekroczyly jednak 50% w warstwie
podstawnej oraz 20% w podscielisku tgcznotkankowym i nie stwierdzono tam
zaburzen charakterystycznych dla kancerogenezy. Wskazuje to na bezwzgledna
potrzebe weryfikacji histopatologicznej obszar6w o wysokim stopniu ubytku
autofluorescencji przed postawieniem diagnozy, poniewaz badanie urzgdzeniem
VELscope VX moze mylnie sugerowa proces nowotworowy. Ponadto
zaobserwowano rowniez brak zgodno$ci miedzy rozpoznaniami klinicznymi a
histopatologicznymi w 17 przypadkach, co wskazuje na potrzebe kazdorazowej
weryfikacji histopatologicznej zmiany utrzymujacej si¢ na powierzchni blony

$luzowej jamy ustnej dhuzej niz 7 dni, jesli nie obserwuje si¢ poprawy (gojenia).

Whioski z wykonanych badafn byly nastgpujace. Po pierwsze, urzadzenie
Velscope VX jest skuteczne w wykrywaniu podwyzszonego potencjatu
proliferacyjnego, co dowodzi wzmozonej aktywnosci metabolicznej tkanek w
obrebie zmian o nieokreslonym potencjale rozrostowym. Po drugie, stwierdzenie
silnego ubytku autofluorescencji nie oznacza jednoznacznie obecnosci choroby
nowotworowej. Po trzecie, jedynie pobranie wycinka probnego oraz weryfikacja
histopatologiczna zmiany umozliwia ustalenie ostatecznego rozpoznania. Urzadzenie
VELscope VX wydaje sie rGwniez pomocne przy wyborze miejsca optymalnego do
pobrania wycinka tkankowego, poniewaz najsilniejszy ubytek autofluorescencji

stwierdza sie w miejscach o najwickszym nasileniu patologii.
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2. Streszczenie w jezyku angielskim.

Oral Cancer is characterized by high rate of mortality. Early detection and
treatment of this disease strongly increases chances for therapeutic success, resulting
in 5 year survival rate of 80-90%. Unfortunately 90% of oral cancer cases are
detected in advanced stage. In developed countries 5 year survival rate is about 50%,
and in developing countries it decreases to 30%. These statistics haven’t improved
much for 30 years. The described facts indicate the need of efficient detection and
diagnosis of all lesions localized in oral cavity mucosa which persist for more than 7
days after a potential causing factor has been eliminated. Such lesions should be

treated as potentially cancerogenic and must be quickly diagnosed.

Velscope VX is a device designed for screening, detection and early
diagnosis of such lesions. According to the manufacturer, examination of oral cavity
mucosa with this device improves screening efficiency and allows a better
visualization of described lesions. It enables observation of tissue autofluorescence.
This phenomenon depends on reverse emission of photons after initial excitation of
cellular and tissue fluoropores with blue wavelength light. Physiological tissue emits
,green autofluorescence, which means that reverse radiation turns into bright-green
colour. Pathological tissues, as a result of morphological and metabolical changes,
turn into dark spots. In these areas reverse emission is retained or blocked. This state
is called FVL —  fluorescence visualization loss” - and may be observed in real-time
using Velscope VX device. Photographs of autofluorescence may also be taken for

further analysis and documentation.

The aim of the study was evaluation of Velscope’s usefulness, in clinical
practice, for early diagnosis of pathological lesions with unidentified growth
potential, which are localized on oral cavity mucosa. The study included 80 adult
patients (41 women and 39 men). The study was conducted for 12 months (from
1.12.2013 to 1.12.2014). Patients were referred to the Oral Surgery Department,
Lodz Medical University, by general dental practitioners for a specialist consultation,

diagnostics and following treatment of pathological lesions localized in oral cavity

mucosa.
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At the beginning, the patients filled in questionnaires, including overall
personal information, general and dental anamnesis, oncological treatment history (if
necessary) and basic information about potential exposition to major oral cancer risk
factors. Collecting this data was followed by clinical part of the study. Firstly, dental
examination was performed by a specialist in dental surgery. He examined oral
cavity mucosa visually (visual method) using lighting of the dental chair halogen
lamp. Having gathered information, he issued a clinical diagnosis. Secondly, the
general dental practitioner (doctoral student, author of this dissertation) examined
oral cavity mucosa using Velscope VX. Evaluation of the autofluorescence
visualization loss (FVL) level, according to the self-designed, 4-degree FVL scale,
was conducted. As a follow up, the patients were instructed to exclude or reduce
factors potentially irritating to the observed area, and come back for a control visit

and further investigation after 7 days.

Persistence of pathological lesions indicated the need for collecting a bioptate
(diagnostic biopsy) that includes the area of lesion and a fragment of surrounding
unchanged tissues. Following the dental surgery specialist’s opinion, in case of
clinically alarming lesions (evaluated as high risk of cancerogenesis), 7-days
observation time was omitted, and diagnostic biopsy was performed immediately. In

total, tissue fragments from 60 lesions were collected.

The next step was performed in Dental Pathomorphology Department
Laboratory, the Medical University of Lodz. From each collected tissue fragment,
two microscopic slides were prepared. The first was stained with hematoxilin and
eosin. The second was subjected to immunohistochemical reaction with anti- Ki-67
MIB-1 serum, which allowed detecting cells in active phases of cellular cycle. After
preparing both microscopic slides, they were examined by a specialist in
pathomorphology, using optical microscope. Based on the first slide analysis, he
made pathomorphological diagnosis, crucial for further treatment. Analysis of the
second slide allowed to determine the Index of Proliferation (IP). This marker brings
information about percentage of proliferating cells (being in active phases of mitotic
activity) and may be useful in determination of the lesion’s growth potential. Index
of Proliferation values should not be analyzed separately from histopathological

image. Due to the architecture of oral cavity mucosa epithelium, the presented values
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of IP correspond to the division into basal cell layer (WP), and connective tissue
lining (ZL). Tndex of Proliferation values - about 40-50% in basal layer - were
observed in physiological tissues since intensive cell proliferation occurs in
physiological conditions only in this layer where epithelial cells multiply. Presence
of proliferation in connective tissue lining (ZL) indicated by Index of Proliferation
values of up to 20% was considered as a symptom of increased mitotic activity in
this area, the same was observed in many pathological lesions. However, they were
all benign. If major disturbances in epithelial morphology occurred, Index of

Proliferation was set in all tissue mass (CM), which revealed unstructured cellular

conglomerate.

The aim of the study was to compare results of autofluorescent examination
with Velscope VX (according to 4-degree FVL scale) to Index of Proliferation
values, considering the layer-structure of oral cavity epithelium explained above.
Index of Proliferation values 20% and above in all tissue mass (CM) indicated

presence of dynamically growing cancer.

The results of the study were as follows. Among 83 lesions in 80 patients
only 60 were verified histopathologically. Among them, 11 were malignant and 49
benign. All malignant neopalsms were assigned FVL 3 (highest retention of
autofluorescence), except for one case, where FVL value was 2. Index of
Proliferation in all 11 malignant cases was higher than 20% CM (all tissue mass,
tissue conglomerate), indicating high mitotic activity and suggesting major
morphological tissue disturbances present in dynamic oral cancer with high growth
potential. High Index of Proliferation values in all tissue mass were connected with
highest autofluorescence visualisation loss (FVL 3 in 10 cases and FVL 2 in 1 case),
which proved that both evaluated methods unanimously indicated oral cancer. In all
lesions evaluated as FVL 0 or 1, tissue architecture was relatively correct. Index of
Proliferation values in these cases didn’t exceed 50% in basic layer and 20 % in
connective tissue lining. These values were also borderlines for all lesions evaluated
as FVL 2, with one exception, where Index of Proliferation value was over 20% in

all tissue mass, and the lesion finally was diagnosed as malignant.

Autofluorescent examination of oral cavity mucosa using Velscope VX

cannot be treated exclusively as a direct indicator of carcinogenesis, even if
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fluorescence visualization loss is clearly and strongly visible. In the course of the
study, 2 benign lesions (epules), evaluated as FVL 3, were identified. Yet, their
Index of Proliferation values were lower than 50% in basic layer, and 20% in
connective tissue lining and histological examination proved benign character of
these lesions. This fact indicates absolute need of histopathological verification of
the areas revealing strong loss of autofluorescence before stating a final diagnosis,
because examination done with Velscope VX alone may be a cause of misdiagnosis
and may incorrectly suggest cancerogenesis. Additionally, results of the study
revealed certain discrepancies between clinical and histopatological diagnoses in
many cases. This fact indicates crucial need of histopathological verification of every
lesion persistent on oral cavity mucosa surface for longer than 7 days, if no

improvement is observed.

Final conclusions from the study were as follows. Firstly, Velscope VX
device is effective in detecting increased proliferation activity. Secondly, strong
fluorescence visualization loss cannot be treated as an indicator of cancerogenesis.
Thirdly, only histopathological verification of tissue bioptate collected from the area
of lesion could determine a diagnosis. However, as our study team noticed, Velscope
VX seems to be useful in detecting the area of lesions clinically best suited for
collecting bioptate (revealing strongest loss of fluorescence), which improves the

diagnostic process by creating higher chances of detecting cancerogenesis.
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