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OZET
Amac: Meme kanseri gibi solid tumorlerin gelisim, invazyon ve metastaz yetenedine sahip
olabilmeleri, anjiyogenez varlidgina baghdir. Bu calismanin amaci, benign meme hastalikli, aksiller
metastaz yapmis ve yapmamis meme kanseri hastalarinda anjiyogenez diizenleyicilerinden vaskiiler
endotelyal buyume faktori-A (VEGF-A) ve endostatinin (ES) ve S100A4 proteininin doku ekspresyon-
larinin ve serum duizeylerinin saptanmasi ve klinikohistopatolojik degdiskenler ile iliskilerinin arastirl-
masidir.

Gere¢ ve Yontem: Calisma gruplan benign meme hastalidi olan 32 hasta, aksiller lenf nodu
metastazi olmayan 39 meme kanseri hastasi ve aksiller metastazi olan 18 meme kanseri hastasinda
olusmaktaydi. VEGF-A, ES, S100A4 proteinlerinin doku ekspresyonlari immunhistokimyasal yontemle,
serum dtizeyleri ELISA ile saptandi.

Bulgular: VEGF-A, ES ve S100A4’lin doku ekspresyonlarinda hasta gruplar arasinda anlamli farklihk
saptanmadi. Serum VEGF-A ve VEGF-A/ES orani metastazli grupta benign gruba gére anlamli yiksek
bulundu (p=0.006 ve p=0.010). Ayrica serum VEGF-A/ES orani metastazli grupta, metastazsiz malign
gruptan anlamh ytiksek idi (p=0.048). Serum VEGF-A ve VEGF-A/ES orani ge¢ evrede olan hastalarda
erken evre hastalara gére anlaml yuksek saptandi (p=0.033 ve p=0.014). Metastatik lenf nodu sayisi
ile serum VEGF-A duzeyleri arasinda anlaml pozitif korelasyon bulundu (r=0.596; p=0.012). Serum
VEGF-A diizeyleri lenfovaskiiler invazyon olanlarda anlamli yiiksek saptandi (p=0.034).

Sonuc: Serum ve doku S100A4 dizeylerinin memede Kitle saptanan hastalar icin metastaz olup
olmadigini belirlemede Kkullanilamayacadini; bu amagla serum VEGF-A/ES oraninin kullanilabilecegini,
artmis serum VEGF-A diizeylerinin metastatik siirece gecisin bir gostergesi olabilecegini diustnmek-
teyiz.

Anahtar Sozciikler: Meme kanseri, VEGF-A, endostatin

ABSTRACT

Objective: Growth, invasion and metastase potential of solid tumours like breast cancer depends on
the presence of angiogenesis. The purpose of this study is to investigate the tissue expression of
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VEGF-A, ES, and S100A4 and to determine their serum values in patients with benign breast disease,
breast cancer with axillary metastasis and breast cancer without axillary metastasis. Correlation of
tissue and serum parameters with clinicohistopathological variables and angiogenic balance in
predicting metastasis were also investigated.

Materials and Methods: The study was conducted on 32 patients with benign breast diseases, 3S
patients with breast cancer without axillary node metastases and 18 patients with breast cancei
having axillary node metastases. Tissue expression of VEGF-A, ES, S100A4 proteins were determined
by immunohistochemistry and serum levels by ELISA.

Results: No significant difference was found for tissue expression of VEGF-A, ES, and S100A4
between the patient groups. Serum VEGF-A and VEGF-A/ES ratio were significantly increased in the
metastasis group when compared with the benign group (p=0.006; and p=0.010). Also serum
VEGF-A/ES ratio was significantly higher in the metastasis group than the non-metastasis malign group
(p=0.048). Serum VEGF-A and VEGF-A/ES ratio were significantly increased in advanced stage patients
(p=0.033; p=0.014). A significant positive correlation existed between the number of involved lymph
nodes and serum VEGF-A levels (r=0.596; p=0.012). Serum VEGF-A levels were significantly increased
in those who had lymphovascular invasion (p=0.034).

Conclusion: We think that S100A4 could not be used as a marker showing disease state
(differentiating metastasis from non-metastasis) in breast tumours. However serum VEGF-A/ES ratio
could be used for this purpose and increased serum VEGF-A levels could be an indicator for

proceeding to metastatic process.

Key Words: Breast cancer, VEGF-A, endostatin
GiRig

Anjiyogenezin cesitli malign ttimérlerin geli-
simi, ilerlemesi ve timor hiicrelerinin yayili-
minda O6nemli rol oynadidi bilinmektedir.
Anjiyogenez ve lenfanjiyogenez bu kritik
stirecte timoOr hucrelerince salinan cesitli
molekiiller tarafindan indiiklenirler (1,2).
Bunlar; cesitli buytiime faktorleri, sitokinler,
proanjiyogenik ve antianjiyogenik molekiil-
lerdir. Bu faktorlerin etkilerinin arasindaki
net denge anjiyogenezin derecesini belirle-
mektedir. Hem proanjiyogenik hem de anti-
anjiyogenik sitokinler dolasimda bulunabil-
mekte ve serum duzeyleri antitiimor teda-
viye tumodr cevabinin izlenmesinde yardimci
olabilmektedir (3). Vaskiler endoteliyal buyti-
me faktoérii (VEGF) bilinen en etkili pro-
anjiyogenik faktorlerden biridir ve anjiyo-
genezin kontroliinde 6nemli rol oynar (4,5).
Anjiyogenezi ve lenfanjiyogenezi uyarici bii-
yume faktorlerini kodlayan VEGF gen ailesi
tarafindan alti farkh glikoprotein kodlanmak-
tadir: VEGF-A, B, C, D, E ve plasental biiyiime
faktoéria-1 (PIGF-1) (4,5). VEGF, anjiyogene-
zin farkli basamaklarinda etkili olup c¢ok
fonksiyonludur (4). Endotel hui cre (EC) per-
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meabilite ve sagkalim artisi, gocu, prolife
rasyonunun dizenlenmesi ve invazyon bu
fonksiyonlardandir (6,7). VEGF ailesine dahi
olan molekiiller farklh reseptorler aracihdi ile
anjiyogenik etkilerini gostermektedirler (8).
VEGF ekspresyonunun artisi bir¢cok tumor
tipinde hastaligin progresyonu ile iligkili
bulunmustur (9).

Antianjiyogenik bir molekiil olan endostatin
(ES) ilk kez O’Reilly ve arkadaslan tarafin-
dan 1996 yilinda, kollajen tip XVIII'in 2C
kDa’'luk proteolitik fragmani olarak miirin
hemanjiyoendotelyoma (EOMA) hiucrelerin-
den izole edilmistir (10,11). Endostatin, en
dotel hiicrelerinin proliferasyonunu 6nleyici
direkt etkisi yaninda, VEGF'nin sentez ve
sekresyonunu azaltarak ya da VEGF resep:
toru ile etkilesip VEGF sinyal iletimini boza-
rak da anjiyogenezi ve tiimor gelisimini Onle
mektedir (12,13).

S100A4, Kkalsiyum bagdlayic1 proteinlerden
S100 ailesinin bir tiyesi olup, intraseliiler ve
ekstraseliiler fonksiyonlara sahiptir (14,15).
S100A4'tGin ekstraseliiler matriksin yeniden
diizenlenmesine, anjiyogenez ve tumorn
invazyonunu ko laylastirarak tiimoriin ilerle:

Tirk Klinik Biyokimya Dergisi 2012; 10(1): 9-20



mesine ve metastaza yol agmasi nedeniyle
cesitli timorlerde prognostik faktor olabile-
cedi duasuniilmektedir (16,17). S100A4'lin
erken evre meme Kkanserinde metastatik
potansiyeldeki kritik degisikliklerin belirleyi-
cisi olabilecegi de bildirilmektedir (18).

Literatiirde bu U¢ parametrenin (VEGF-A, ES,
S100A4) meme Kkanserinde dokuda ve se-
rumda birlikte incelendigi calismaya rastlan-
mamistir. Bu ¢alismada; benign meme has-
taliklarinda, aksiller metastaz yapmis ve yap-
mamis meme Kkanserlerinde S100A4, VEGF-A,
ve endostatinin doku ekspresyonunun immu-
nohistokimyasal olarak incelenmesi, metas-
taz1 dngérmedeki yarar ve seruma yansima-
sinin olup olmadidl incelendi. Ayrica doku
S100A4 ekspresyonunun anjiyogenik diizen-
leyicilerden doku ve serum VEGF-A, ES ve
serum VEGF-A/ES oran ile iligkisi, sz
edilen parametrelerin serum degderlerinin
klinikohistopatolojik parametrelerle olan ilis-
Kisi arastirilarak anjiyogenik dengenin prog-
nozu 6ngdérmedeki yeri tartisildi.

GEREC VE YONTEM

Dokuz Eylil Universitesi Hastanesi Genel
Cerrahi Poliklinigine Ekim 2008-Haziran 2009
arasinda memede Kkitle 6n tanisiyla gelen,
elektif sartlarda meme biyopsisi planlanan
kadin hastalardan anestezi 6ncesi 6-8 ml
vendz kan alindi. Dokuz Eylul Universitesi
Klinik Ararstirmalar Etik kurulu onay1 alin-
diktan sonra basglatilan calisma igin tiim
hastalardan bilgilendirilmis onamlar alindi.
Primer tanida malign ve benign lezyon tespit
edilen toplam 89 hasta calismaya dahil edildi.
Daha 6nce meme kanseri éykiisui olan, neo-
adjuvan kemoterapi veya radyoterapi alan-
lar ¢calismaya alinmadi.

Histopatolojik olarak degerlendirilen hasta-
larin histolojik tipleri invaziv duktal karsinom
(n=21), invaziv lobuler karsinom (n=9), miks
(invaziv duktal karsinom ve invaziv lobiler
karsinom) veya farkli bir tiimoérle birlikte
(n=13), duktal veya lobiiler karsinoma in situ
(n=10), diger malign timorler (n=4), fibro-
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kistik degisiklikler (n=1 0), fibroepitelyal tiimor-
ler (n=20) ve diger benign tiimorlerden (n=2)
olusmakta idi.

Timoér boyutunun medyami 1.4 cm olup
0.2-4 cm arasinda degismekte idi. Tum
Karsinomalar histolojik olarak Elson ve Ellis
tarafindan modifiye edilmis Scarf Bloom ve
Richardson’s metodu Kkullanilarak derecelen-
dirildi.

Klinikopatolojik veriler olarak yas, menapozal
durum, timoér evresi, timér boyutu (en
buyuk tumor capi), tumorun histolojik tipi,
histolojik grade’i, nukleer ve mitoz derecesi,
metastatik lenf nodu sayisi, kan damarn in-
vazyon varhldl, lenf damar invazyon varlig,
tumorun Ostrojen ve progesteron reseptorii
ve c-erbB2 durumu degerlendirildi.

Serum Parametrelerinin Analizi

Hasta serumlarinda VEGF-A duzeyi 6lcimi
Bender MedsSystems (Katolog no: BMS277/
2 ve BMS277/2TEN, Vienna, Austria) marka
ELISA Kiti ile, serum endostatin diizeyi
olciimii R&D Quantikine Human Endostatin
iImmunoassay (Katolog No: DNSTO, United
States of America) marka ELISA Kiti ile, serum
S100A4 duizeyi 6lcumu CircuLex’s S100A4
(Katolog No: CY-8059, Japan) ELISA Kiti ile
gerceKklestirildi.

Immunbhistokimyasal Analizler

Calismaya dahil edilen hastalarin doku
orneginde VEGF-A (M727, DakoCytomation,
Denmark), Endostatin (ab3453, Abcam, United
States of America) ve S100A4 (A5114,
DakoCytomation, Denmark) proteinlerinin
ekspresyonlari, immunhistokimyasal olarak

streptavidin biotin peroksidaz yontemi ile
calisildl.

Parafin bloklardan 4 mikron kalinhidginda kesi-
len doku Ornekleri deparafinize edilip aza-
lan alkol serilerinden gecirilerek suda yikan-
di. VEGF-A icin hazirlanan kesitler EDTA tam-
ponda (pH:8), S100A4 icin sitrat tamponda
(pH:6) dudiuiklu tencerede 5 dakika kayna-
tildi. End ostatin icin hazirlanan kesitlere 6n
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. Immunhistokimyasal boyanma &rnekleri. (A).VEGF-A ekspresyonu (x200 bilyiitme) (pozitif sonug). (Boyanma

yogunlugu: orta sidette=2, boyanma yayginlidi: %25-50=2; toplam skor: 2+2=4: pozitif) (B). VEGF-A
ekspresyonu (x400 buyutme) (negatif sonug). (Boyanma yogunlugu: hi¢ boyanma yok=0, boyanma yayginhgi:
%0=0; toplam skor: 0+0=0: negatif) (C). Endostatin ekspresyonu (x200 biiyiitme) (pozitif sonug). (Boyanme
yodunlugu: giiclit boyanma=3, boyanma yayginli:: %1-25=1; toplam skor: 3+1=4: pozitif) (D). Endostatin
ekspresyonu (x400 biiylitme) (negatif sonug). (Boyanma yogunlugu: hic boyanma yok=0, boyanma yayginhgi:
%0=0; toplam skor: 0+0=0 negatif) (E). SI00A4 ekspresyonu (x200 buyiutme) (pozitif sonug). (Boyanme
yogunlugu: giiclii boyanma=3, boyanma yayginlidi: %51-75=3; toplam skor: 3+3=6: pozitif) (F).S100A4
ekspresyonu (x200 buyuitme) (negatif sonug). (Boyanma yogunlugu: hi¢ boyanma yok=0, boyanma yayginhgi:

%O0= 0; toplam skor: 0+0=0 negatif).

islem uygulanmadi. Tim Kesitler Tris tam-
ponu ile yikandiktan sonra %3’liik H,O; ile
endojen peroksidaz ile bloke edildi. Kesitler
uzerine Once primer antikorlar, daha sonra
ise sekonder antikorlar damlatildi. Boyanma-
nin goérunur hale getirilmesi icin diamino-
benzidin kullanildi. Zit boyama Mayer’s hema-
toksilen ile yapildi.

immunhistokimyasal boyanma x100, x200,
X400 biiyatmeli 1s1k mikroskobu kullanilarak
degerlendirildi. SI0O0A4 icin tiimor hiicrele-
rinin sitoplazmik ve nukleer boyanmasi, ES
ve VEGF-A icin sitoplazmik boyanma dere-
cesi dikkate alindi. Stromal alanlar deger-
lendirilmedi. Boyama sonrasinda dokular
boyanmanin yayginhdgina ve yogunluguna
goOre skorlanarak degerlendirildi (19). Boyan-
ma yayginlidi degerlendirilirken boyay1 pozi-
tif olarak tutan bolgenin tiim preparat ytize -
yine olan orani temel alindi. Bu oran; hic¢

boyanma yok ise ‘0’ (Sekil 1.B, D), %1-25
arasi boyanma var ise ‘1’ (Sekil 1.C), %?26-
50 arasi boyanma var ise ‘2’ (Sekil 1.A),
%51-75 aras1 boyanma var ise ‘3’ (SekKil
1.E) ve %76-100 arasi boyanma var ise ‘4’
olarak degerlendirildi. Boyanma yogunlugu
ise; hic boyanma olmamigsa ‘0’ (Sekil 1.B,
F), zayif boyanma olmussa ‘1’, orta siddette
boyanma olmussa ‘2’ (Sekil 1.A) ve gucli
boyanma olmussa ‘3’ olarak degerlendirildi
(Sekil 1.E).

Boyanma yaydginlidi ve boyanma yogunlugu
skorlarinin toplami < 2 ise negdatif, 2'nin
lizerinde ise pozitif olarak degerlendirildi. IHK
bulgularinin serum parametreleriyle kore-
lasyonu arastiriirken boyanma yogunlugu
ve yaydinlidinin toplam skoru esas alindi.
Degerlendirmenin tamami tek bir uzman
patolog tarafindan yapildiktan sonra her
gruptan rastgele secilen hastalar (toplamin

12

Tiirk Klinik Biyokimya Dergisi 2012; 10(1): 9-20



%?22.5’1) ikinci bir uzman patolog tarafin-
dan tekrar degerlendirildi. Tutarlihgin %90’in
uizerinde oldugu goézlendi.

istatistiksel Analizler

[statistiksel degerlendirmeler icin ‘SPSS for
Windows 15.0° programi kullanildi. Gruplarin
normal dagiima uygunlugu Kolmogorov-
Smirnov testi ile degerlendirildi. Gruplarin
ortanca degderlerinin birbirinden farkli olup
olmadiklarini belirlemek icin nonparametrik
Kruskal-Wallis varyans analizi Kkullanildi.
Kruskal-Wallis analizi ile anlamh farklihk
goriilen parametreler icin ikili grup analizi
Mann Whitney U testi ile, kategorize edilen
nonparametrik parametreler icin Ki kare testi
ile yapildi. Grup parametreleri arasindaki kore-
lasyonu belirlemek icin Spearman Korelasyon
testi kullanildi. p<0.05 anlamli olarak deger-
lendirildi.

BULGULAR
Cahsma Grubu

Histopatolojik inceleme sonucglarina goére
calismaya dahil edilen 89 hastanin 18’i
(%20.2) aksiller metastaz yapmis (metastazi
grup: Grup A) ve 39'u (%43.8) yapmamis
(malign grup: Grup B) meme kanseri hastasi,
32’si (%36.0) benign meme hastali@ (benign
grup: Grup C) olan Kadinlardan olusmak-
taydi.

Hasta gruplarinin yas ortalamalar ve mena-
poz durumlan Tablo 1'de goérulmektedir. Yas
ortalamalar1 Karsilastirildiginda, metastazsiz

Meme Kanserinde Anjiyogenik Denge

malign grubun yas ortalamasi metastazl
malign ve benign gruba gére anlamli ytiksek
saptandi (sirastyla p=0.009 ve p<0.001).

Menapoz durumlarina gore degderlendirildi-
dinde, premenapozdaki hasta orani metas-
tazlh malign grupta metastazsiz malign gruba
gore daha ytiksek bulundu (p=0.019). Ayni
zamanda metastazsiz malign grupta post-
menapozdaki hasta orani benign gruptakin-
den anlamh olarak yuksek saptandi (p<0.001).

Hasta Gruplannda Serum ve Dokuda
VEGF-A, ES, S100A4; Serum VEGF-A/ES
Oram

Hasta gruplarinda doku VEGF-A, ES ve S100A4
ekspresyonlar1 Karsilastirildiginda gruplar
arasinda anlaml bir fark saptanmadi.

Serum Konsantrasyonlar1 Tablo 2’de veril-
mistir. Serum VEGF-A diizeyleri metastazl
malign grupta benign gruba goére anlamli
yiksek idi (p=0.006). Ug¢ farkh hasta gru-
bundaki serum endostatin ve S100A4 du-
zeyleri Karsilastirildiginda, gruplar arasinda
anlaml fark saptanmadi.

Serum VEGF-A konsantrasyonu ES konsantras-
yonuna oranlanarak (VEGF-A/ES) anjiyogenik
denge degderlendirildi. Metastazli malign grupta
serum VEGF-A/ES orani 4.7; metastazsiz
malign grupta 2.7 ve benign grupta 2.9
olarak saptandi. Oran metastazli malign
drupta metastazsiz malign grup ve benign
dgruptan anlamlh ytiksek bulundu (sirasiyla
p=0.048; p=0.010). Farkh patolojik tanilar
icin her U¢ parametrenin de serum duizey-

Tablo 1. Hasta gruplarinda yas ve menapoz durumunun karsilastiriimasi.

Hasta gruplan Yas Menapoz Durumu
Premenapoz Postmenapoz

n Ort+ ss - (min-max) Say1 % Say1 %
Metastazli malign grup 18 47.7 £ 9.3 (31-63) 12 66.7°¢ 6 33.3
Metastazsiz malign grup 39 55.8 = 9.9 (34-76)*P 13 33.3 26 66.74
Benign grup 32 41.0 + 12.3 (15-64) 26 81.3 6 18.8
a: Metastazsiz malign grupta yas ortalamasi metastazli malign gruba anlamli yiiksek p= 0.009
b: Metastazsiz grupta yas ortalamasi benign gruba gére goére anlaml ytiksek p<0.001
c: Metastazh grupta premenapoz orani malign gruba gore anlaml yiiksek p= 0.019
d: Metastazsiz malign grupta postmenapoz orani benign gruptan anlamli ytiksek p< 0.001
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Tablo 2. Ug grupta serum VEGF-A, ES, S100A4 diizeylerinin ve VEGF-A/ES oraninin karsilastirilmasi.

Metastazli malign grup Metastazsiz malign grup Benign grup p*
Ortanca % 25-75 Ortanca % 25-75 Ortanca %25-75
VEGF-A (pg/mL) 331.22 240.6-372.4 208.3 130.8-410.0 193.5 109.5-300.4 0.042
ES (ng/mL) 69.6 55.9-79.7 78.7 66.6-102.8 74.3 54.8-95.8 0.111
S100A4 (ng/mL) 8.7 4.02-28.6 7.8 4.84-17.82 12.0 5.87-24.1 0.568
VEGF-A/ES 4,7bc 3.0-6.3 2.7 1.0-5.2 2.9 1.2-4.0 0.042

* Kruskall Wallis test sonucu

a: Metastazli malign grupta VEGF-A diizeyleri benign gruptan anlaml yiiksek (p=0.006)
b: Metastazli malign grupta VEGF-A/ES orani metastazsiz malign gruptan anlaml ytiksek (p=0.048)
c: Metastazli malign grupta VEGF-A/ES orani benign gruptan anlaml ytiksek (p=0.010)

leri, doku eksp resyonlar1 ve serum VEGF-A/
ES oraninda anlamli farkhlik gézlenmedi.

Serum ve Doku Parametrelerinin
Korelasyon Sonuclan

Tum hastalar birlikte ve ayrica gruplar kendi
icinde degerlendirildiginde serum VEGF-A,
ES ve S100A4 konsantrasyonlar arasinda
anlamli korelasyon saptanmadi.

Doku ekspresyonlari incelendiginde sadece
metastazsiz malign grupta her u¢ paramet-
renin birbiri
(Tablo 3).

ile Kkorele oldugu gdoézlendi

Her bir grup icin VEGF-A, ES, S100A4’tin
serum duzeyleri ve serum VEGF-A/ES orani
ile doku ekspresyonlarinin Kkorelasyonlari
arastirildi. Sadece metastazli malign grupta
serum VEGF-A/ES orani degerleri ile doku
S100A4 ekspresyonu arasinda iyi derecede,
anlamli pozitif korelasyon saptandi (r=0.629;
p=0.007).

Klinikohistopatolojik Degiskenler ve
Arastinlan Parametreler ile iliskileri
Klinikohistopatolojik degiskenler olarak pato-
lojik evre, tiimoér boyutu, ER, PR, c-erbB2
ekspresyonlari, histolojik derece, mitoz ve
niikleer d erece, lenf damar invazyonu, kan

Tablo 3. Metastazsiz malign grupta doku VEGF-A, ES ve
S100A4 ekspresyonlar arasindaki korelasyon.

VEGF-A S100A%4
VEGF-A r 0.420
p 0.008
ES r 0.512 0.412
p 0.001 0.009
14

damarn invazyonu ve metastatik lenf nodu
sayis1 degerlendirildi. Tiimor boyutu, ER, PR,
c-erbB2 ekspresyonlari, histolojik derece, mitoz
ve niikleer derece agisindan hasta gruplari
arasinda anlaml bir farkhilik saptanmadi.

Patolojik Evre

Toplam 57 meme Kanseri olgusunun 55’inde
patolojik evrelendirme yapildi. Hastalarn
29'u (%52.8) evre I, 140 (%25.4) evre 1I,
11°i (%20) evre Il ve 1°i (%1.8) evre IV
olarak degderlendirildi. Metastazsiz malign
gruptaki hastalarn %78.4'l evre I’de bulun-
maktaydi. Metastazli hastalarin bir tanesi evre
IV, digerleri evre Il ve Ill'te yer almaktaydi.

Tum malign hastalar erken evre (evre I-II)
ve gec evre (evre III-IV) olarak gruplandirl-
diginda, erken evrede bulunan hastalarin
serum VEGF-A dizeyleri ortancasi 228.7
pa/mL, gec evrede bulunanlarin ise 343.7
pg/mL saptandi. Ge¢ evrede olan hasta-
larda serum VEGF-A duzeyleri erken evre
hastalarina gore anlamli yuksek bulunurken
(p=0.033) erken evrede bulunan hastalarin
serum VEGF-A/ES orani ortancasi 2.81; geg
evredeki hastalarin 5.07 olarak bulundu;

aradaki fark istatistiksel olarak anlaml idi
(p=0.014) (Sekil 2).

Hastalarin erken veya dge¢ evrede olmalari
doku ekspresyonlarinda anlaml farklilik olus-
turmadi.

Hasta Gruplaninda Lenf Daman ve Kan
Daman invazyon Durumlan

Lenf ve kan daman invazyonu 57 meme
Kkanseri hastasinda degerlendirildi. Lenf ve

Tiirk Klinik Biyokimya Dergisi 2012; 10(1): 9-20
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Sekil 2. Serum VEGF-A diizeyleri ve VEGF-A/ES oraninin karsilastiriimasi.

kan damari invazyonunun var ya da yok olusu
gruplar arasinda anlaml farklilik gdstermedi.

Kan daman invazyonu varhd@ ile VEGF-A
konsantrasyonlarn arasinda anlamli bir iligki
saptanmadi. Metastaz olup olmadigina bakil-
maksizin malign hastalarda, lenf daman
invazyon durumu ile serum ve doku VEGF-A
iliskisi Tablo 4’te gosterilmistir. Lenf daman
invazyonu bulunanlarin VEGF-A serum diizey-
leri bulunmayanlara gére anlaml ytiksek
saptandi (p=0.034). Lenf damar invazyonu
bulunmayanlarda doku VEGF-A ekspresyonu
invazyon bulunanlardan anlaml yuksek
saptandi (p=0.015).

Metastatik Lenf Nodu Sayis1

Metastatik lenf nodu (MLN) sayisi metastazl
gruptaki 17 hastada degerlendirmeye alindi
ve sonuglar 1 ile 65 arasinda degismek-
teydi. Bir hastada uzak metastaz nedeniyle
MLN degerlendirilemedi. MLN sayis1 1-3, 4-9
ve >9 olmak Uzere kategorize edildi. Kate-

Tablo 4. Lenf damarn invazyonu ile serum VEGF-A diizeyleri
ve doku VEGF-A ekspresyonlarinin tiim malign
hastalarda karsilastiriimasi.

Serum VEGF-A
(pg/mL) (ortanca)

Doku VEGF-A
Ekspresyonu (+) (%)

Lenf Damari
invazyonu (n)

Yok (35) 225.0 82.9
Var (22) 343.4 52.4
p 0.034 0.015
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gorize edilen gruplar arasinda VEGF-A, ES,
S100A4 diizeyleri, VEGF-A/ES orani ve doku
ekspresyonlar agisindan anlaml fark bulun-
madi. MLN sayisi ile serum VEGF-A duzey-
leri arasinda iyi derecede, anlaml, pozitif
korelasyon saptandi (r=0.596; p=0.012).

TARTISMA

Geng yastaki hastalarda az diferansiye (grade
IlI) meme karsinoma oranlarinin daha yuk-
sek goruldiigu ve agresif seyrettigi bildiril-
mektedir (20,21). Calismamizda lenf nodu
metastazi gbésteren meme Kanseri hastalari-
nin yas ortalamasinin metastaz bulunmayan
kanserli hastalardan anlamli diisik bulun-
masl, geng yastaki hastalarda meme kanse-
rinin daha agresif seyrettidi ile ilgili literattir
bilgilerini desteklemektedir.

Kanser hiicrelerinde VEGF-A'nin fazla ekspres-
yonu codgu timor tipinde kotii prognozla
iliskili bulunmustur (22-24). Metastazli doku-
nun da primer kanser dokusu gibi VEGF-A'y1
asirt eksprese ettigi bildirilmistir (25). VEGF-A
ekspresyonunun sadece invaziv kanser hiic-
relerinde degil ayn1 zamanda meme, serviks
ve kolon gibi bazi kanserlerin prekiirsor
lezyonlarinda da artis gosterdigdi bildirilmek-
tedir (26,27). Calismamizda benign meme
hastalari grubunda doku VEGF-A ekspres-
yonlart meme Kkanseri olanlarla benzer sap-
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tanmistir. Bu sonu¢ Boneberg ve arkadas-
larinin sonuclarina benzemektedir (28).

Bir calismada (29) iHK yontemiyle meme
kanseri biyopsi Orneklerinde %95 VEGF
pozitifligi saptanirken bir baskasinda (30)
bu oran %28 olarak bulunmustur. Ayrica,
noninvaziv lezyonlarda da VEGF ekspres-
yonu gozlenmistir. iHK’sal yontemle doku
VEGF ekspresyonunun degerlendirildigi iki
calismada, VEGF'nin prognostik faktor olarak
uygun bulunmadid ifade edilmistir (30,31).
Calismamizda VEGF-A'nin doku ekspresyonu
butin gruplarda %70’ler civarinda saptanmig
olup hasta gruplarn arasinda anlamh fark
bulunmamustir.

Tumor yukiu artmis, yaygin metastazi olan
hastalarda dolasimda VEGF-A'nin arttiqq bil-
dirilmistir (25). Yiiksek serum VEGF-A diizey-
leri kanser progresyonu, kemoterapiye kotu
yanit, kétii sagkalim ile iligkili bulunmustur
(32,33). Meme Kkanserli bir hastada serum
VEGF-A dizeylerinin artisinin timorin buyti-
mesi, rekiirrensi, metastatik yayilimi belirle-
mede Klinik olarak yararli olabilecegi, ancak
minimal hastaligi olan Kigilerde tarama araci
olarak yardimci olamayacadi bildirilmekte-
dir. EK olarak Granato ve ark.'nin c¢alisma-
sinda saglikli kadinlarda ve meme kanseri
hastalarinda saptanan serum VEGF ditizeyle-
rinin benzer olmasi nedeniyle meme kanse-
rinde tanisal bir belirte¢ olarak yararli ola-
mayacadi bildirilmistir (34).

Serum VEGF dtizeylerinin arastirildigi bir
calismada benign meme tiimorli, lokalize
ve metastatik meme Kkanseri hastalarinda
serum VEGF duizeyi ortancalan sirasi ile 57,
104, 186 pg/mL saptanmistir (35). Baska
bir calismada benign lezyonlularda VEGF
ortalamasi 52.2 pg/mL, malign hastalarda
2136.3 pg/mL saptanmistir (36). Calisma-
mizda Ui¢ grubun ortancalan benign grupta
193.5 pg/mL, metastazsiz malign grupta
208.3 pg/mL, metastazli malign grupta 331.2
pa/mL saptanmistir. Metastazli grubun serum
VEGF-A duzeyleri benign gruptan anlamh
olarak yuksek bulunmustur. Serum VEGF-A
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duizeylerinin aksiller metastazli hastalard:
benign hastalara gére artmis olmasi, ayrica
metastatik lenf nodu sayisi ile korele bulun
masi prognos-ik faktoér olarak kullanilabilece-
gini, VEGF'nin metastatik stirecte rolti olabile-
cedini desteklemektedir.

Calismamizda doku ekspresyonu ile serum
duizeylerinin korele olup olmadidi arastiril-
mis ancak korelasyon bulunmamistir. Benzer
sekilde literatiirde bir¢ok calismada kore-
lasyon bulunmadidi saptanmistir (32,34,37).

Anjiyogenezin
genik molekilller de yer almaktadir ve meme
kanserinde upregiile olduklan ileri siirtilmek
tedir (38). Calismamizda, anjiyogenezin negatif
diizenleyicilerinden olan endostatinin doku
ekspresyonlar her ui¢ grupta benzer bulun-
mustur.

regiilasyonunda antianjiyo-

Bir caismada ES serum duzeyleri primer
meme Kkanserli hastalarda saghklh kontrol-
lere gore yuksek bulunurken, benign meme
hastalidi olanlardan farkli olmadig bildiril-
mistir (38). Baska bir calismada ise preope-
ratif meme Kkanseri hastalarinda serum
endostatin duizeyleri hem benign meme
hastaligl olanlardan hem de saglikli kontrol-
lerden anlaml ytiksek bulunmustur (9). Calis-
mamizda ise serum endostatin diizeyleri
her li¢ grupta benzer olup, klinikopatolojik
parametreler ile herhangi bir iliski saptan-
mamistir.

ES’nin ve dolasimdaki anjiyogenez aktivator/
inhibitdér oranlarinin meme Kkanserinde Kklinik
onemi ile ilgili az sayida ¢calisma bulunmak:
tadir (3,38,39). Shaarawy ve ark. (40) VEGF,
ES’yi ileri evre endometriyal karsinomada
erken evreye gore daha yiliksek bulmuslar-
dir. Anjiyogenezi uyaran ve d6nleyen mole-
dengenin (VEGF-A/ES)
timorun ilerlemesinin degerlendirilmesinde
ve metastazin kontrolinde yeni ve degerli
bir gosterge olabilecedini ileri surmuslerdir.
Calismamizda tedavi Oncesi varolan anjiyo-
genik dengenin (VEGF-A/ES) aksiller metas-
tazli grupta, metastazsiz malign ve benign

Kuller arasindaki

Tiirk Klinik Biyokimya Dergisi 2012; 10(1): 9-20



dgruba gore anlamli olarak yuksek bulunmasi
bu durumu desteklemektedir. Metastazli malign
grupta anjiyogenik denge anjiyogenezi uya-
ranlar lehinde saptanmistir.

Bircok calismada tumor evresi ile serum
VEGF arasinda celiskili sonuc¢lar bulunmak-
tadir (28,36,41). Calismamizda anjiyogenik
faktorlerin serum diizeyleri ve doku ekspres-
yonlan ile Klinikohistopatolojik parametre-
lerden yas, menapozal durum, patolojik tani,
tumor boyutu, ER, PR, c-erbB2, histolojik
derece, mitoz derecesi, nukleer derece ile
arasinda korelasyon bulunmamistir. Serum
VEGF-A duzeyleri timor evresi ile iligkili
bulunmustur. ileri evre hastalarda ve lenf
nodu metastazli hastalarda hem serum
VEGF-A, hem de VEGF-A/ES orani yiliksek
bulunmustur. Bu sonucglar serum VEGF-A ve
VEGF-A/ES oraninin hastalik progresyonu
ile iliskili oldugunu desteklemektedir.

Timorlerde anjiyogenezin uyarilmasi yanin-

da yeni lenfatik damarlarin olusumu, yani
lenfanjiyogenez de uyarilmaktadir. Lenfanjiyo-
denez baglica VEGF-C, VEGF-D tarafindan ve
ayrica VEGF-A ile de uyarilmaktadir (25,42).
Meme kanserinde lenfatik yayillimin kanser
yayillminda baskin yollardan biri oldugu
bilinmektedir (43). Kamal ve ark.'nin (44)
calismalarinda serum VEGF diizeyleri ile
lenf daman yayilmi (permeation) arasinda
iliski saptanmamistir. Calismamizda tim
meme Kanseri hastalan birlikte degerlendi-
rildiginde, serum VEGF-A duzeyleri lenf da-
marl invazyonu olanlarda olmayanlardan
anlaml ytiksek cikmistir. Ancak, kan damarn
invazyonu olanlarda anlamli farkhhk bulun-
mamistir. Aksiller metastazl grupta 18 hasta-

nin 10’unda lenf damar invazyonu gozle-
nirken kan damarn invazyonu sadece ikisin-
de gorulmustur. Butun bunlar dikkate alin-
diginda, calisilan hasta dgrubunda meme
Kanserinin kan damarn yolundan ziyade
lenfatik yolla yayilim gésterdigini ve VEGF-
A’'nin lenfanjiyogenezi uyardigini disiinmek-
teyiz. Bu nedenle lenfanjiyogenezin uyaril-
masindan sorumlu diger molekiillerin (VEGF-C,

Meme Kanserinde Anjiyogenik Denge

VEGF-D ve reseptorleri V EGFR-3) calisiimasi
bu konuya netlik kazandiracaktir. Literatiirde
iki ayn ¢alismada, bizim sonuclarimiza benzer
sekilde, serum VEGF duzeyleri vaskuler
invazyonla iliskili bulunmamistir (29,44).

S100A4, metastazla iligkili bir protein olarak
kabul gérmektedir (45,46). IHK yéntemi ile
S100A4 ekpresyonu degderlendirilen bir ¢alg-
mada, opere edilebilir evre I-Il meme kan-
seri hastalarinin %56’sinda S100A4 pozitif
boyanma (47). S100A4(+)
boyanma ile hasta 6liimu arasinda anlamli
iliski bulunmustur. Meme Kkanseri hastala-
rinda yapilan baska bir ¢alismada ise S100A4
%80 negatif, %11 pozitif saptanmistir. On
dokuz yilliK izlem yapilan bu hastalarin sag-
kalim analizinde medyan sagkalim S100A4
negatif grupta >228 ay olmasina karsin S100A4
pozitif grupta 47 ay olarak saptanmistir (48).
Takip eden ¢alismalarda S100A4’(in metas-
taz ve mortalitenin gugli bir prediktoru
oldugu dogrulanmigtir (15,18). Calismamiz-
da doku S100A4 protein ekspresyonu fi¢
grup arasinda anlamh farklihk gdsterme-
mistir. Ayrica doku ekspresyonlari ile serum
S100A4 diizeyleri arasinda korelasyon sap-
tanmamustir. Ote yandan, metastazh grupta
serum VEGF-A/ES orani ile doku S100A4
proteini ekspresyonu arasinda iyi derecede,
pozitif korelasyon saptanmistir. Bu durum,
metastazli grupta varolan anjiyogenik denge
ile yine anjiyogenik fonksiyonu oldugu disti-
nilen S100A4 proteininin uyumunu goéster-
mektedir. Bu bulgumuz Ambartsumian ve
ark.'nin (49) S100A4'Gn timor progresyo-
nunu anjiyogenezi uyararak indiikledigi goriis-
leri dogrultusundadir.

saptanmistir

Calismaya dahil edilen hasta sayisi toplamda
yeterli olsa da olgulann dagihmindaki hete-
rojenitenin ve bazi hastalarda histopatolojik
verilerin elde edilememis olmasinin sonug-
larimiz1 etkilemis olabilecegdini ve anjiyoge-
nezle iliskili iIHK’sal calismalarda rapor edi-
len celigkili sonuclarin, immunoreaktivite
degerlendirme Kriterlerinin standardize edi-
lememis olmasindan kaynaklanabilecegini
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disunmekteyiz (29,48,50). Bu konuda stan-
dardizasyona ihtiya¢ duyulmaktadir. Calisma-
mizda VEGF, ES ve S100A4 proteinleri icin
ayni degerlendirme Kriteri kullanilmistir (19).
Calismanin Kkisithliklarindan biri de dahil
edilen meme Kanseri hastalarinin tumor
boyutunun Kiguk olmasi ve tum evrelerde
ayni sayida hasta bulunmamasidir.

Sonug olarak, serum ve doku S100A4 du-
zeylerinin memede Kitle saptanan hastalar
icin hastaligin durumunu (metastaz olup
olmadigini) belirlemede kullanilamayacagini;
bu amacla serum VEGF-A/ES oraninin kulla-
nilabilecegdini, artmis serum VEGF-A duzey-
lerinin metastatik stirece gecisin bir goster-
gesi olabilecegini dusunmekteyiz. Yiiksek
serum VEGF-A/ES oranina sahip hastalarn
metastaz gelisimi acisindan izlendigi, bu
oranin tedaviye yanittaki 6neminin deger-
lendirildidi prospektif calismalarin yapilmasi
uygun olacaktir.
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