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OZET

GIRIS: Meme kanserinde lenf nodu metastazi 6nemli prognostik bir faktor ol-
makla birlikte lenf nodu metastazinda VEGF-C and VEGF-D'nin dnemi ile ilgili
literatiirde celiskili sonuglar mevcuttur. Bu prospektif klinik calismamizdaki
ama¢ meme kanserli hastalarin serum VEGF-C ve VEGF-D diizeylerini belirle-
mek ve serum VEGF-C, VEGF-D, VEGF-C/D orani ile lenf nodu metastazi arasin-
daki iliskiyi tespit etmektir.

GEREC ve YONTEM: Seksen meme kanserli hastanin tedavi oncesi ve 20 saglik-
I kadinin serumlarinda VEGF-C, VEGF-D diizeyleri ELISA yontemiyle olgiildii.
VEGF-C, D diizeyi, VEGF-C/D orani ile klinikopatolojik parametreler arasindaki
iligkiyi saptamak icin nonparametrik Mann Whitney U ve Kruskal-Wallis testi
uygulandi. VEGF-C, VEGF-D ve VEGF-C/D oraninin lenf nodu metastazini belir-
lemedeki etkinligi “Receiver Operating Characteristic (ROC)” egrisi ile deger-
lendirildi.

SONUCLAR: Hastalarin ortalama yasi 50.9 (22-81) idi. Hastalarin ortalama se-
rum VEGF-C degeri kontrol grubundan yiiksek bulundu (p=0.033). Lenf nodu
metastazi olan hastalarin serumlaninda VEGF-D diizeyinin anlamh sekilde
daha diisiik oldugu saptandi (p=0.030). VEGF-C/D orani lenf nodu metastazi
olan hastalarda daha yiiksek bulundu (p=0.040).

TARTISMA: Bizim ¢alismamiz serum VEFG-C ve VEGF-D nin meme kanserli has-
talarin lenf nodu yayihminda regiilator rolii oynadigini gostermektedir. VEGF-
D diizeyinin azalmasi ile bilikte daha fazla lymphangiogenik etkisi oldugu
bilinen VEGF-C nin reseptorlere baglanmasinin patofizyolojik mekanzimada
rol oynadigi savunulabilir.

Anahtar sozciikler: meme kanseri, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorleri, lenf
nodu, metastaz

eme kanserinde bolgesel lenf nodlari primer timorin
Men fazla metastaz yaptigi yerlerdir. Ginimuze kadar,

bélgesel lenf nodlarina timor yayiliminin sadece affe-
rent lenfatik kanallardan ve dogal lenfatik drenaj yolu ile olduguna
inanilirdi. Son calismalarda de nova intratiimoral lenfatik kapiller-
lerin olusumu ile birlikte primer timor hiicresinin lenfanjiogene-
zisi baslatarak lenfatik yayiliminda direkt rol oynadigi gosterilmis-
tir (1). Bu olayin vaskiiler endoteliyal biytime faktorleri (vascular
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ABSTRACT

OBJECTIVE: Nodal metastasis is recognized as a powerful prognostic marker
in breast carcinoma, however conflicting reports exist for the precise involve-
ment of VEGF-C and VEGF-D in lymph node metastasis. The aim of this pro-
spective study was to determine serum VEGF-C, VEGF-D levels and correlation
of VEGF-C/D ratio with lymph node metastasis in breast carcinoma.

MATERIAL and METHOD: In this study, serum levels of VEGF-C, VEGF-D were
determined by ELISA in patients with pretreated breast carcinoma (n=80) and
healthy women (n=20). Mann-Whitney U and Kruskal-Wallis tests were used
as statistical methods for comparisons of the variables, and the discrimina-
tion of VEGF-C, VEGF-D and VEGF-C/D ratio was assessed by calculating the
area under the receiver operating characteristic curve.

RESULTS: The mean age of the patients was 50.9 (22-81) years. The mean
level of VEGF-C was significantly higher in patients than control (p=0.033);
however, no statistically significant difference was observed for serum VEGF-D
levels. VEGF-D was decreased in patients having lymph nodes metastases as
compared to patients having negative axillary lymph node (p=0.030) metas-
tases. The VEGF-C/D ratio was significantly higher in patients with lymph node
metastasis than in patients having negative axillary lymph node (p=0.040).
CONCLUSION: Our study shows that VEGF-C and VEGF-D are regulators in the
lymph node metastases in breast cancer. It may be advocated that the reduced
level of VEGF-D may allow more lymphangiogenic VEGF-C to bind the receptors.

Key words: breast cancer, vascular endothelial growth factors, lymph node, metastases

endothelial growth factor-VEGF); VEGF-C ve VEGF-D araciligi ile
oldugu saptanmistir (2).

VEGF-C salinimi ¢ogunlukla kalp, plasenta, kas, over ve ince bar-
saktan olur (3). Cesitli insan timorlerinde de yiiksek VEGF-C dii-
zeyi gosterilmistir; VEGF-C saliniminin lenfatik damar yogunlugu
ve lenf nodu metastazi varligi ile korele oldugu gosterilmistir (4-
8). VEGF-D ise yapisal ve fonksiyonel olarak VEGF-C'ye benzerlik
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gosterir. VEGF-D saliniminin LN metastazini artirdigi ve sagkalimi
azalttigina dair calismalar olsa da (9-11), VEGF-D’nin VEGF ailesinin
diger Uyelerine antagonist etki gosterdigine dair bilgiler de bulun-
maktadir (12,13). Meme kanserinde VEGF-C ve VEGF-D salinimi ile
lenf nodu metastazi arasindaki iliski tam ortaya konulamamistir.
Literatiirde bazi calismalar VEGF-C salinimi ile lenf nodu metastazi
ve prognoz arasinda iliski saptamisken, diger bazi calismalar ise
(14-16) tek basina VEGF-C ve/veya VEGF-D nin varliginin prognoz-
lailiskisini gosterememistir. Buna karsilik VEGF-C/D orani yiiksekli-
ginin timorogenez ve lenf nodu metastazi ile korele oldugu rapor
edilmistir (13,17).

Bizim calismamizdaki hipotezimiz meme kanseri lenf nodu metas-
tazinda VEGF-C ve VEGF-D saliniminin regilatér olarak rol aldig
ve lenfanjiogenesizi indlkledigidir. Bu hipotezi arastirmak lzere
prospektif olarak olusturdugumuz klinik calismamizdaki amag
meme kanserli hastalarin serum VEGF-C ve VEGF-D dizeylerini
belirlemek ve serum VEGF-C, VEGF-D, VEGF-C/D orant ile lenf nodu
metastazi arasindaki iliskiyi tespit etmektir.

Materyal ve metod

Calismaya 2002 ve 2005 yillari arasinda opere edilen primer inva-
ziv meme kanseri olan ¢alisma onam formunu imzalamay kabul
eden 80 hasta dahil edildi. Calisma icin hastane etik kurulundan
izin alindi. Kontrol grubu olarak saglikl 20 kadin alindi. Hastalarda
ve kontrol grubunda serumda ELIZA yéntemiile VEGF-C ve VEGF-D
diizeyleri 6l¢lildi. Serum 6rnekleri ac karnina ve hastalardan ope-
rasyon veya neoadjuvant tedavi 6ncesi alinip, santrifuj edildikten
sonra -80°C muhafaza edildi. Hastalarin klinikopatolojik 6zellikleri
kaydedildi. Hastalarin klinikopatolojik degerlendirmelerinde yas,
cinsiyet, menapozal durum, timoriin boyutu (en blylk timor
capi), operasyon sekli (meme koruyucu, mastektomi), histolojik
tipi, niikleer grad, lenf nodu tutulumu, metastatik lenf nodu sayisi
(<4, > 4), vaskiler damar invazyonu, lenfatik invazyonu, perindral
invazyon, tumorin &strojen reseptoru (ER), progesteron resepto-
rii (PgR) ve her 2-neu (cErb 2) pozitifligi, serum CA 15-3 diizeyleri,
neoadjuvan, adjuvan kemoterapi ve/veya radyoterapi, hormono-
terapi uygulanip uygulanmadigi g6z oniine alindi. Patolojik tani-
lari invaziv duktal, lobiler ve miks (invaziv duktal ve lobdler) kar-
sinom olan hastalar calismaya dahil edildi. Diger patolojik tanilar
(sarkom) olan meme kanserli hastalar ¢alismaya dahil edilmedi.
Kontrol grubu olarak alinan ise meme muayenesi normal olup ek
bir hastaligi olmayan saghkh kadinlardan olusturuldu.

Eliza y6ntemi

Kan 6rnekleri periferal vendz ponksiyonla alindiktan hemen sonra
3000g da 5 dk santrifuj edildi ve -80 °C'de saklandi. VEGF-C dlize-
yi human VEGF-C “enzyme immunoassay kit (IBL, Fujioka, Japan)”
ile, VEGF-D dlizeyi ise “Quantikine human VEGF-D immunoassay
kit (R&D System, Minneapolis, MN, USA)” ile 6l¢lildi. Anti-human

VEGF-C (13C1) “mouse IgG MoAb recombinant” VEGF-C'ye bag-

lanmaktadir. “Horseadish peroxidase ile conjuge anti-human
VEGF-C (408) Rabbit IgG” ise sekonder antikor olarak kullaniimak-
tadir. VEGF-C testinin mimimum sensitivitesi 46.9 pg/ml, “intra-as-
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Tablo 1. Meme kanserli hastalarin klinikopatolojik karakterleri

ve serum VEGF-C, D diizeyleri ve VEGF-C/D orani ile arasindaki

korelasyonlar.
n (%) VEGF-C VEFD-D  VEGF-C/D

(ng/mi) (pg/mi)

Yas

<50 37 (46.25) 6017.18 173.00 1170.95

= 50 43 (53.75)  6398.30 214.44 804.14
p=0.542 p=0.100 p=0.671

Menapozal

durumu

Pre 39 (48.8)  6030.38 176.17 1293.74

Post 41(51.3)  6404.34 213.43 669.4
p=0.060 p=0.380 p=0.380

CA15-3 *

Normal 52 (74.3)  6257.46 210.38 1037.46

Artmig 18 (25.7)  6095.27 143.61 1085.11
p=0.440 p=0.973 p=0.952

Grad *

| 16 (22.5)  6810.18 205.31 839.88

I 36(50.7) 6209.75 186.63 717.08

1l 19(26.8) 6122.67 229.84 1321.32
p=0.878 p=0.878 p=0.782

Tiimor ¢ap

<2cm 32 (40) 6295.87 192.18 771.00

2-5¢m 37 (46.2)  6249.89 221.81 1098.00

> 5cm 11 (13.8)  5913.54 115.00 1441.27
p=0.899 p=0.738 p=0.753

Lenf nodu

metastazi 30(36.3) 6263.06 230.8 837.33

Yok 50 (63.8)  6197.17 173.96 1055.66

Var P=0.743 p=0.030 p=0.040

Vaskiiler

invazyon 48 (60) 6422.33 210.83 893.52

Yok 32 (40) 5931.31 169.00 1128.81

Var p=0.040 p=0.827 p=0.827

Lenfatik invazyon

Yok 73(91.3)  6229.49 204.10 915.64

Var 7(8.8) 6144.28 103.14 1580.14
p=0.857 p=0.349 p=0.480

Néral invazyon

Yok 71(88.8)  6206.09 206.29 829.28

Var 9 (11.3) 6347.77 108.33 2113.78
p=0.837 p=0.272 p=0.217

Ostrojen

Reseptorii 44 (55) 6066.37 191.97 1095.34

Yok 36 (45) 6355.97 211.67 825.22

Var p=0.520 p=0.794 p=0.717

Progesteron

reseptorii

Yok 48 (60) 6215.89 190.5 870.0

Var 32 (40) 6355.97 224.81 1128.88
p=0.644 p=0.829 p=0.772

cErb 2

Yok 45 (56.3)  6053.04 193.44 872.41

Var 35(43.8)  6439.31 197.62 1103.41
p=0.380 p=0.782 p=0.638

* Bu parametreler hastalarin timiinde calisilamamigtir.
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Sekil 1. Meme kanserli hastalarda ve kontrol grubunda serum VEGF-C dizeyleri.

say coefficient” varyasyonu %9.3, “inter-assay coefficient” varyas-
yonu ise %3.8'dir. VEGF-D Eliza testi serbest VEGF-D duzeyini dlcer.
Murine monoklonal antikoru, standart VEGF-D olarak kullanilan
rekombinant insan VEGF-D'ye baglanmaktadir. “Horseradish pe-
roxidase” ile konjuge VEGF-D’e baglanan monoklonal antikor ise
sekonder antikor olarak kullanilmaktadir. VEGF-D Eliza kitinin mi-
nimum sensitivitesi 4,7 pg/ml, “intra-assay coefficient” varyasyonu
%6,2, “inter-assay coefficient” varyasyonu ise %8,0'dir.

Immunohistokimyasal ¢alisma
Ostrojen ve progesterone reseptdr ekspresyonlari immunohisto-

kimyasal yontemle de@erlendirildi. %10'un (izerindeki boyanma
ylizdesi pozitif olarak kabul edildi. cErb2 ekspresyonu ise Dako-

Hercept testi ile deJerlendirildi. Bu deQerlendirmeye gore ++
veya +++ sonucu olan hastalar pozitif kabul edildi. ++ pozitif
sonucu olan her hastaya FISH testi ile kontrol yapilamamistir. Bu
hastalarin cErb2 ekspresyonlar ¢alisma igin pozitif olarak kabul
edildi.

[statistik

Kontrol grubunda ve meme kanserli hastalarda 6l¢lilen VEGF-C ve
VEGF-D diizeyleri Mann Whitney U testi ile karsilastirldi. VEGF-Cile
VEGF-D dizeyleri arasindaki korelasyon Spearsman’s korelasyon
ile degerlendirildi. VEGF-C, D diizeyi, C/D orani ile klinikopatolojik
parametreler arasindaki iliskiyi saptamak icin nonparametrik test
Mann Whitney U testi veya Kruskal-Wallis test uygulandi. VEGF-C,
D degerlerinin ve VEGF-C/D oraninin metastatik lenf nodu sayisi
ile korelasyonu Spearsman'’s korelasyon testi ile degerlendirilmis-
tir. P<0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi. VEGF-C, VEGF-D ve
VEGF-C/VEGF-D oranlarinin lenf nodu metastazini belirlemedeki
etkinligi “Receiver Operating Characteristic (ROC)” egrisi ile deger-
lendirildi.

Sekil 2. Lenf nodu metastaz varliginda serum VEGF-D duzeyleri.
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Sekil 3. Lenf nodu metastaz varliginda serum VEGF-C/D oranlari.

Sonuclar

Meme kanserli hastalarin klinik ve patolojik parametreleri Tablo 1°de
gOsterildi. Hastalarin ortalama yasi 50.9 (22-81) idi. Kontrol gru-
bunda ortalama yas ise 44.2 (25-63) idi. Mastektomi 76 (%95)
hastada secilen cerrahi yontem oldu. Hastalarin 72'si (%90) infil-
tratif duktal karsinom (IDC), 3l (%3.75) infiltratif lobuler karsinom
(ILC), 5'inde (%6.25) ise miks tiimore (IDC+ILC) sahipti. Ortalama
timor boyutu 3.2 (0.6-11) cm idi. 3 hastada preoperatif metastaz
mevcuttu (2 karaciger, 1 kemik). Hastalarin 9'u (%11.25) neoad-
juvant kemoterapi alirken, 71'i (%88.7) adjuvant kemoterapi, 45’l
(%56.25) ise adjuvant radyoterapi aldi; 43’ (%53.75) ise hormo-
noterapi aldi. Yetmis hastada CA 15-3 degerleri 6l¢iilebilmis ve 71
hastada ise tumor gradi belirlenebilmistir. Diger parametrelerin
tim hastalardaki degerleri mevcuttur.
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Sekil 4. Serum VEGF-C/D oraninin lenf nodu metastazini belirlemedeki
etkinliginin ROC egrisi ile degerlendirilmesi.

Meme kanserli hastalarda ortalama VEGF-C degeri 6222.03 +
1183.03 pg/ml iken, kontrol hastalarinda 5559.05 + 1377.57 pg/ml
idi (p=0.033) (Sekil 1). Ortalama VEGF-D meme kanserli hastalarda
195.27 + 270.50 pg/ml, kontrol hastalarda ise 181.80 + 10.27 pg/
ml idi (p=0.178). VEGF-C ile VEGF-D duzeyleri arasinda pozitif ko-
relasyon oldugu go6zlendi (p=0.001, r=0.362). Kontrol hastalarinda
serum VEGF-C ile VEGF-D degerleri arasinda bir korelasyon sap-
tanmamistir (p>0.05). Klinikopatolojik parametrelerin bu serum
degerleri ile arasindaki iliski degerlendirildiginde; yas, timor capi,
CA 15-3 diizeyi, ER, PR, cErb2 ekspresyonlari, evre, gradi, metasta-
tik lenf nodu sayisi (<4, >4), operasyon sekli ve uygulanan adju-
vant tedavi seklinin bu serum degerlerinde bir farklilik yaratmadigi
g6zlenmedi (p>0.05). VEGF-C diizeyi timor dokusunda damar in-
vazyonu olan hastalarda daha dusuk seviyede bulundu (p=0.040).
Lenf nodu metastazi olan hastalarin serumlarinda VEGF-D diize-
yinin anlamli sekilde daha dusuik oldugu saptandi (230.8 -173.96
pg/ml) (p=0.030) (Sekil 2). VEGF-C/D orani lenf nodu metastazi
olan hastalarda daha yiliksek bulundu (837.3-1055.6) (p=0.040)
(Sekil 3). VEGF-D degerlerinin ve VEGF-C/D oraninin metastatik
lenf nodu sayisi ile korelasyonu gdsterilemedi. VEGF-D dizeyleri-
nin ve VEGF-C/D oraninin lenf nodu metastazini belirlemedeki et-
kinligi ROC egrisi ile degerlendirildigi zaman dusiik bulundu (Sekil
4-5, AUC; 0.646 ve 0.637).

Tartisma

VEGF proteinleri vaskiler permeabiliteyi, endotel hiicre proliferas-
yonunu, migrasyon ve differensiyasyonu artiran gli¢lii anjiogenik

Sekil 5. Serum VEGF-D diizeyinin lenf nodu metastazini belirlemedeki etkinliginin
ROC egrisi ile degerlendirilmesi.

sitokinlerdir (18). Tek bir VEGF geninin degisik boltinmeleri ile 6
farkh VEGF izoform olusmustur (VEGF, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E, PIGF). Hipoksi, aktif onkojenler ve cesitli sitokinlerde VEGF
expresyonunu artirirlar.

Major lenfanjiogenik sitokinler VEGF-C ve VEGF-D'dir. VEGF-C ve
VEGF-D benzer yapilara sahiptirler ve ayni reseptorlere baglanirlar
(VEGFR-2 ve VEGFR-3). Yetiskinlerde, VEGFR-2 cogunlukla vaskdler
endotelyal hiicrelerde yer alirken, VEGFR-3 ise daha ¢ok lenfatik
endotelde bulunur. VEGF-C'nin anjiogenezi uyarabilme &zelligi
¢ok azdir. Bununla birlikte, VEGF-C'nin esas etkisi lenfatiklerin olu-
sumudur. Tumd&r modellerinde VEGF-C'nin fazla salinimi lenf nodu
metastazi gelisimi ile birlikte gitmektedir (19.20). Bircok malign
timorde VEGF-C'nin lenfatik invazyon ve LN metastazi ile pozitif
korelasyon gosterdigi rapor edilmistir (4-8). VEGF-D ile ilgili yapi-
lan hayvan calismalarinda VEGF-D'nin timor hicrelerinin lenfa-
tikler araciligi ile metastatik yayilimini arttirdigi da gosterilmistir.
Lenfanjiogenez ve metastazin artmasinin yaninda, VEGF-D"nin ti-
morlerin buytme hizini ve timor angiojenezini arttirdigida rapor
edilmistir. Bazi insan ¢alismalarinda VEGF-D protein expresyonu
ile lenf nodu metastazi arasinda bir iliski saptanmazken (8), bunun
aksine bazi calismalarda belirgin bir korelasyon gosterilmistir (21).
Literatirde VEGF-C ve VEGF-D benzer yapisal Ozelliklere sahip
olmalari ve ayni reseptorlere baglanmalarina karsin, VEGF-C eks-
presyonunun cesitli kanserlerde timor dokusunda arttigi, VEGF-D
ekspresyonun ise azaldigi gosterilmistir. Lenfatik invazyonu ve lenf
nodu metastazi olan tiimorlerde VEGF-C ekspresyonu artmakta ve
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VEGF-D ekspresyonu ise azalmaktadir (12,13,17). VEGF-D ekspres-
yonlarinin timor dokusunda belirgin bir sekilde azaldigr kolorek-
tal kanser (8.12), akciger karsinomu (17), ve bas-boyun skuaméz
hicreli karsinomda da gosterilmistir (5,22).

Bu calismada amacimiz serum VEGF-C ve D diizeylerini belirlemek
ve bu diizeylerin lenf nodu metastazi ile iliskisini ortaya koymaktir.
Takip eden calismalarda, sentinel lenf nodu uygulanan olgularda
serum VEFG-C ve D degerlerine bakilarak bunun non-sentinel
lenf nodunda pozitifligi belirlemedeki katkisi arastirilabilir. Calis-
mamizda serum VEGF-C ve D degerleri ile yas, reseptér durumu,
timor boyutu, lenfatik invazyon ve histopatolojik grad ile ilgisi
gosterilememistir. Serum VEGF-D dizeyi lenf nodu metastaz pozi-
tifliginde azalmis, fakat metastatik lenf nodu sayisi ile iliskisi bulu-
namamistir. Serum VEGF-C diizeyi lenf nodu metastazi varliginda
degismedi. Serum VEGF-C/D orani ise lenf nodu metastazi varl-
ginda artmis olarak tespit edildi. Yokama ve arkadaslarinin yaptigi
calismada, doku VEGF-C/D oraninin meme kanseri lenf nodu me-
tastaz varligi ile pozitif korelasyon goésterdigi rapor edilmistir (13).
Timor dokusunda VEGF-C mRNA dizeyi artarken, VEGF-D mRNA
diizeyi ise azalmistir. Bu calismada da VEGF-C mRNA expresyo-
nunun LN metastazi varli§i ve lenfatik invazyonla iliskisi gosteri-
lememistir. Literatlirde diger kanserlerde de doku VEGF-D diize-
yinin azaldigi ve VEGF-D diizeyi diisiik olan hastalarda lenf nodu
metastazinin daha fazla oldugu gosterilmistir (12,17,22). Serum
VEGF-C/D oraninin artmasi ile lenf nodu metastazi arasindaki ilis-
ki VEGF-D'nin rolatif antagonistik etki gostermesine baglanabilir.
VEGF-D diizeyinin azalmasi, daha glclu lenfangiogenetik 6zelligi
olan VEGF-C'nin daha fazla VEGFR-3'e baglanmasina sebep oldu-
gu yoniuinde dislinebilir.

Lenf nodu metastazini belirlemede biomarker olarak ortaya ko-
nulan parametrenin etkinligini tespit etmek icin ROC egrisi ile
degerlendirilmesi gerekir. ROC egrisi lenf nodu metastazi varligi
gosterebilecek tim esik degerleri icin duyarlilik ve yalnis pozitif-
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