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LYVE-1 lenfatik endotele 6zgii, yeni kesfedilmis bir hiicre yiizeyi reseptoriidiir.
Hyaluronan'in extraselliiler matrixten lenf diiiimiine aktanlma islevinde rol
alir. Sinirli sayida calisma lenfatik invazyon ve metastazda LYVE-1/Hyaluronan
iligkisinin rol oynadigini gostermistir. Malign meme tiimorlerinde peritiimd-
ral ve intratiiméral LYVE-1 pozitifliginin, bolgesel lenfatik metastaz varligini
ne derecede dngdrebilecedi iyi bilinmeyen bir konudur. Bu ¢alismada meme
kanserli olup, beki lenf diigiimii biyopsisi yapilan 25 olguda immunohisto-
kimyasal (iHK) olarak LYVE-1 boyanmasinin bolgesel lenf diigiimii yayilim
varligini ne derecede gdsterdigi incelendi. Beki lenf diigiimii biyopsisi T1 ve
T2 invaziv meme kanseri olgularinda gamma dedeksiyon ve vital boyanma
yontemlerinin birlikte kullanimu ile belirlendi. Tiim olgularda lenfosintigrafi
elde olundu. Bekgi lenf diigiimlerindeki yayiim, Hematoksilen-Eosin (HE) ve
standart IHK boyamasi ile belirlendi. Analiz igin, tiimér ve cevresini ieren HE
boyali kesitler secildi. Bunlarin parafin bloklarindan polilizinli lamlara 4 mik-
ronluk kesitler alindi. LYVE-1, “LYVE1 antibody - Lymphatic Vessel Marker” 1
kullanilarak Immunohistokimyasal yontemle incelendi. Yontemin ozgiilliigii
% 71, duyarhigi %67, pozitif dngoriisii % 60, negatif dngoriisii % 77 olarak be-
lirlendi. immunreaktivitenin % 85 i peritiiméral, % 15 i intratiimoral bolgede
belirlendi. Sonug olarak, lenfanjiogenetik bir belirte olan LYVE-1'in , meme
kanserli olgularda bdlgesel lenfatik metastazin belirlenmesinde sinirli bir et-
kinlige sahip oldugu diisiiniildi.

ugiinki bilgilerimize gore, bolgesel lenf bezi tutulumunun
B varligi invaziv bir meme kanseri i¢in en énemli prognostik

belirleyicidir (1). Son 2 dekadda gelistirilen Bekgi lenf di-
glmi biyopsisi (BLDB) bu tutulumu dogru olarak belirleyen klasik
aksilla diseksiyonuna alternatif, morbiditesi duistik cerrahi bir uy-
gulamadir. Ozellikle erken evre meme kanserli olgularda endike
olan bu yontem, yiiksek saptanma oranina ragmen hala kabul edi-
lenin 6tesinde yanhs negatif sonuglara sahiptir. Farkh tekniklerin
birlikte kullanimi ve ¢ok blyik hasta sayilarina ulasan deneyim-
lere ragmen bu oran % 8-10 lar civarindadir (2). Bu nedenle bol-
gesel lenfatik yayilimini saghkli dngérecek, yanhs negatif oranlari
azaltilmasinda katki saglayacak histopatolojik ya da biyokimyasal
belirteclere siddetle ihtiya¢ vardir. Lymphatic vessel endothelial
receptor-1 (LYVE-1) son birkag yilda kesfedilen, bu amaclarda kul-
lanilabilecek lenfatik endotele 6zgli bir biyo-belirtectir.

DOES PERITUMORAL LYVE-1 IMMUNOREACTIVITY PREDICT THE SENTINEL
LYMPH NODE METASTASIS?

LYVE-1 is a -recently identified- selective lymphatic endothelial surface re-
ceptor which plays mainly role on transportation of hyaluronan from extra-
cellular matrix to the regional lymph nodes. In a few cancer studies, relation-
ships between LYVE-1/Hyaluronan and lymphatic invasion and metastasis
has been shown. However, predictive values of peritumoral or intratumoral
LYVE-1 positivity for the assesment of regional lymphatic invasion is un-
known. In the present study, we aimed to investigate whether the peri/intra-
tumoral LYVE-1immunoreactivity related to sentinel lymph node status in 25
breast-cancer-patients. Sentinel lymph node (SLN) biopsy was performed by
using combined technique with vital blue dye and hand-held gamma probe
dedection in patients with early breast cancer. Lymphoscintigraphy was per-
formed in all patients. Metastases to sentinel lymph nodes was evaluated
both Hematoxylene/Eosine (HE) and immunohistochemical (IHC) staining.
Serial sections which contain both invasive tumor and peri-tumoral area from
the original block were cut (4 um) and stained with HE and LYVE-1. “LYVE1
antibody-lymphatic vessel marker” was used for IHC analysis. The sensitivity
and specifity of the method were established as 67% and 71% respectively.
The LYVE-1 positivity was mostly peritumoral (85 %) Negative and positive
predictive values of LYVE-1 immunostaining were 77% and 60% respectively.
On conlusion, as a novel lymphangiogenesis marker LYVE-1, has limited
predictive values for the evaluation of sentinel lymph node metastasis in pa-
tients with early breast cancer.

LYVE-1, hyaluronan adi verilen glukozaminoglikan yapisinda
bir ekstraselliler matriks proteinine baglanan, lenfatik endote-
linin [iminal boliminde sinirlandiriimis bir membran reseptor-
dir (3). Hiicresel adezyon ve migrasyonda ¢ok énemli rolii olan
hyaluronan, esas olarak bolgesel lenf digliimiinde yikima ugra-
maktadir (3). Calismalar, LYVE-1 in metastatik fonksiyonlu CD44
molekli ile homoloji gésterdigini ortaya koymustur (3,4). Ki-
sith sayida arastirma, bu belirtecin cesitli solid kanser tiirlerinde
lenfatik metastazi 6ngdrebilecedini ve prognostik dnemi oldu-
gunu ortaya koymaktadir (5,6). Ozellikle peritiméral gdzlenen
bu immunreaktivite olasi bolgesel lenfatik yayilimi 6n gorebilir.
Boylece, bu calismada BLDB uygulanan erken evrede meme kan-
serli olgularda peritiméral ve intratimoral LYVE-1 immureakti-
vitesinin BLD metastazini ne derecede 6ngordiigiini belirlemek
amaclanmistir.
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Tablo 1. Galismada yer alan olgularin 6zellikleri

Yas 29-74 (Ort. 53,5)
Cins 24 Kadin, 1 Erkek
Tiimor biyikligi

Tib 4 (%17)
Tic 9 (%37)

T2 11 (%46)
Timor Tipi

invaziv duktal karsinom 13 (%52)
invaziv lobuler karsinom 6 (%24)
Atipik mediiller karsinom 2 (%8)
Miisin6z karsinom 1 (%4)
Papiller karsinom 1 (%4)
Mikst karsinom (kistik-mediiller) 1 (%4)
Paget 1 (%4)
Bekgi lenf digumiinde metastaz

Var 9 (%36)
Yok 16 (%64)

Tablo 2. LYVE-1 in lenfovaskiiler invazyona kiyasla 6ngorti degerleri

LYVE-1 Lenfovaskiiler
invazyon
Ozgiilliik % 71 % 60
Duyarlik % 67 % 89
Pozitif dngorii % 60 % 57
Negatif 6ngoril % 77 % 90
Gereg ve Yontemler

Ocak 1999 ve Haziran 2005 tarihleri arasinda, bekgi lenf digimi
biyopsisinin ardindan klasik aksilla disseksiyonu uygulanan 25 ol-
guya ait histopatolojik kesitler incelenme kapsamina alindi. Olgu-
lar ve timoral 6zellikleri Tablo 1 de sunuldu.

Lenfatik Haritalama ve bekgi lenf diigiimii biyopsisi: Birlesik yon-
tem kullanilarak BLDB saglandi. Ameliyatlardan ortalama 3 saat
once Tc99m-Nanokolloid timér bélgesinde 0,5 cc 200 pCi intra-
dermal ve intraparankimal uygulandi. Tum olgularda lenfosintig-
rafi yapilarak dinamik ve statik gériintiiler elde edildi. insizyondan
15 dakika 6nce periareolar/intradermal, 2-3 ml lenfozirin/Patent
mavisi (%1) enjeksiyonu yapildi. Gamma sayag ile encok aktivite
belirlenen alandan insizyon yapildi. Maviye boyali lenf kanallari
disseke edildi. Sicak ve mavi lenf digtmleri BLD kabul edilerek
disseke edildi. Bu islemin ardindan klasik aksilla diseksiyonu uy-
gulandi.
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Resim 1. Peritimdral LYVE-1 boyanmasi (X400). Belirteg, boyal lenfatik endo-
teli gostermektedir.

(LVi) (
deki tiimdr embolisini gdstermektedir

Histopatolojik, inmunohistokimyasal (iHK) inceleme: Beki lenf
digiimlerindeki yayilim standart hematoksilen-eosin ve iHK bo-
yama ile belirlendi. Analiz icin, timdr ve gevresini iceren HE boyali
kesitler secildi. Bunlarin parafin bloklarindan polilizinli lamlara 4
mikronluk kesitler alindi. Xylende ¢oéziilerek ve ethanol serile-
rinden gecirilerek rehidrate edilen preparatlar, H,O, tamponda
bloklandi ve sitrat tamponda (pH 6) kaynatildi. Daha sonra 0,1%
Tween solusyonu ile yikanarak, primer antikora (LYVE1 antibody
- Lymphatic Vessel Marker (ab10278) 1/ 200) maruz birakildi. Se-
konder antikor olarak “Goat Anti Rabbit Ab” (Santa Cruz®), nons-
pesifik baglanmalarin engellenmesi icin ise “Non-Fat Dried milk”
(Sigma) kullanildi. Sekonder boyama kiti (LAB VISION®) ve DAB so-
lusyonunu takiben Mayer Hematoksilen ile boyanan kesitler yuk-
selen alkol serilerinden gecirilip dehidrate edildikten sonra lamel
ile kapatildi. Bekgi lenf digimi durumuna bakilmaksizin timaor
icinde ve timor cevresinde lenfatik damarlarda belirginlik ve ar-
tis olup olmadidi arastirildi. Daha sonra bekgi lenf digiimlerinde
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metastaz varlidi ile karsilastinldi. Sonuclar 4 gozIu Ki-kare testi ile
degerlendirildi.

istatistiksel inceleme: istatistiksel dlciitler asagidaki formiillere
gore hesaplandi.

e Ozgiillik: Gercek negatif / gercek negatif + yanlhs pozitif

¢ Duyarlik: Gergek pozitif / gercek pozitif + yanhs negatif

e Pozitif 6ngori: Gergek pozitif / gercek pozitif + yanlis pozitif

¢ Negatif 65ngori: Gergek negatif / gercek negatif + yanlis negatif

Bulgular

Bekgi lenf digimuiinln standart incelemesi sonucunda olgularin
% 36 (9 olgu) sinda metastaz belirlendi. LYVE-1 boyanmalari ol-
gularin % 4 linde intratimoral (2 olgu), %44 (11 olgu) peritimoral
olarak belirlendi (Resim 1). Standart histopatolojik kesitlerde ise
olgularin % 56 (14 olgu) sinda lenfovaskiiler invazyon (LVi) gézlen-
di (Resim 2). immunoreaktivitenin bélgesel metastaz éngériisiine
iliskin parametreler Tablo 2'de 6zetlendi. Peri/intratimoral LYVE-1
boyanmalarina ait 6zglillik % 71, duyarlik % 67, pozitif 5ngori %
60, negatif 6ngori %77 olarak bulundu. Buna karsin klasik histo-
patolojik incelemede LVi‘a ait 6zg(illiik % 60, duyarlik % 89, pozitif
ongori % 57, negatif 5ngori % 90 olarak belirlendi.

Tartisma

Tumor blyukligu, hormon reseptoriinin varhdi, timorin dere-
cesi gibi klasik histopatolojik parametreler, nomogram calisma-
larinda ve sistematik derlemelerde olasi bekgi-disi lenf dGgimu
metastazi riskini kuvvetle isaret etmekle beraber, BLD metastazini
ongoérmede tek baslarina sinirh etkilidirler (7). Bunlar icerisinde en
belirgin olanlari timér biylikltigi ve LVi varh@idir. Bu cahismadaki
sonuclara gére, LYVE-1 immunoreaktivitesinin LVi‘a ait parametre-
lerden daha belirleyici oldugu séylenemez. Ozellikle LVi nun “ne-
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gatif 6ngoriisi” dikkat ¢ekici olarak belirgindir ve sadece 1 olguda
LVi yanhs-pozitif sonuclanmistir. Ayrica meme kanserli olgularda
olumsuz prognozun bir géstergesi oldugu iddia edilen LYVE-1 bu
yonlyle calismada degerlendirilmemistir. Clinki saglikli ilgilesim
saglamak icin ¢ok sayida niceleyici histopatolojik parametrelere,
yuksek olgu sayisina gereksinim vardir. Ayrica calismada yer alan
hicbir olguda heniiz bélgesel yineleme mevcut degildir ve olgula-
rin tamami hastaliksiz yasamaktadir. Bazi arastiricilar, meme kan-
serli olgularda intratimoral LYVE-1 immunoreaktivitesinin olma-
masini, timoér embolisi iceren LYVE-1 boyali lenfatikleri prognos-
tik ve anlamli kabul etmektedir (8). Oysa bu calismada olgularin %
4 (inde intratimoral boyanmaya rastlandi ve olumsuz prognozu
oldugu diisiiniilen olgularda LYVE-1 ile LVi birlikteligine rastlan-
madi. Calismada LYVE-1 e ait 6ngorl sonuglarinin yeterince yik-
sek olmamasinin bir diger nedeni ise tiimér tiirii olabilir. Ornegin
LYVE-1 immunoreaktivitesi lenfanjiogenezle birlikte yogun anjio-
genezin oldugu akciger ve endometrium kanserlerinde ¢cok daha
belirgin olarak gézlenmistir (6). Dahasi, Vieguel ve arkadaslari (9)
icerisinde malign olgular da tasiyan ¢esitli meme patolojilerini in-
celemisler ve meme kanserli olgularda daha diisiik LYVE-1 immu-
noreaktivitesine rastlamislardir. Sonunda meme karsinogenezin-
de diger bazi kanser tirlerinin aksine lenfanjiogenezin olmadigi,
anjiogenezin belirgin oldugunu gézlemislerdir. Benzer bir gézlem
de prostat timorlerinden elde edilmistir. Bu olgularda peritimo-
ral yeni lenf damari yapimindan ¢ok yikimina rastlanmistir (10).

Sonug¢ olarak peritiméral LYVE-1 immunoreaktivitesi, meme
kanserli olgularda bek¢i lenf diigimi metastazini 6ngdérmede
yeterince glclu degdildir. Yeni lenf damari yapimini gésteren belir-
teclerden ¢ok, olasilikla lenf damari tahribatini gdsteren yeni belir-
teclere gereksinim vardir.
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