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OZET

Amag: Servikal karsinomlu hastalarda evre ve timér derecesi disinda bagka
prognostik faktérler de 6nemli rol oynamaktadir. Proliferatif aktivite, anjiogenez ve
epidermal growth faktér reseptér (EGFR) ekspresyonu biyolojik davranigt
belirleyebilir.

Gereg ve yontem: Servikal karsinomlu 44 hasta histopatolojik prognostik para-
metreler agisindan degerlendirildi ve Ki-67, epidermal growth faktér reseptor ve
anjiogenezin stereolojik degerlendirmesi i¢in CD-31 antijenleri immiinhistokimyasal
olarak uygulandu.

Bulgular: Olgularin evre, derece ve histolojik tipleri arasinda bir iliski saptanmadi.
Derece ile proliferatif aktivite ve anjiogenez (NVES= Number of Vessels) arasinda
gucli bir korelasyon saptandi. Ancak EGFR ekspresyonu ile diger parametreler
arasinda (evre, derece, histolojik tip, proliferatif aktivite ve anjiogenez) bir iliski
bulunmadi.

Sonug: Bu calismada derece ile proliferatif aktivite arasinda giicli bir iliski saptand.
Bu da proliferatif aktivitenin derece ile birlikte kullanilabilecek uygun bir prognostik
parametre olabilecegini disiindirdi. Ayrica anjiogenezin de servikal karsinomlarda
timor agresivitesini gosterebilecegi dikkati ¢ekti.

Anahtar sdzciikler: Servikal karsinom, anjiogenez, proliferatif aktivite, EGFR
ekspresyonu

SUMMARY

Objective: Prognostic parameters other than stage and grade are also playing
important roles in patients with cervical carcinoma. Proliferative activity, angi-
ogenesis and epidermal growth factor receptor (EGFR) expression may predict the
biologic aggressiveness.

Materials and method: Fourty-four patients with cervical carcinoma were
evaluated for histopathological prognostic parameters and Ki-67 immunostaining,
CD-31 for stereological assessment of angiogenesis and epidermal growth factor
expression wete performed.

Results: There was no correlation between stage, grade and histologic typing. There
was a significant relation between grade and proliferative activity and angiogenesis.

*Bu caligma 1-5 Mayis 2002 tarihleri arasinda Antalya’da yapilan VIII. Jinekolojik Onkoloji Kongresi’nde poster bildiri olarak sunulmustur.
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No relation was found between EGFR expression and the other parameters (stage,
grade, histologic typing, proliferative activity and angiogenesis).

Conclusions: In this study, we found significant correlation between grade and
proliferative activity. So proliferative activity is a useful prognostic parameter that
can be evaluated with histologic grade. Also angiogenesis might indicate tumour
aggressiveness in servical carcinomas.

Key words: Cervical carcinoma, angiogenesis, proliferative activity, EGFR exp-

ression

Servikal kanserlerde klinik evre, tedaviye yanit ve
klinik gidisi gbstermede en 6nemli parametredir. An-
cak klinik evre her zaman tek basina hastalarin
prognozlarini géstermede yararlt olamamaktadir. Evre
yanisira timor volimi, timor derecesi, damar invaz-
yonu ve histolojik tip gibi diger klinik ve histolojik
parametreler prognostik gosterge olarak kabul edil-
mektedir (1).

Giinimiizde bu parametreler disinda ¢esitli onko-
genler, timér siipresyon genleri, adhezyon molekilleri,
anjiogenez, proliferasyon faktorleri gibi prognozun
belirlenmesi ve tedavinin yonlendirilmesine katkida
bulunacak daha objektif ve kesin parametreler tze-
rinde ¢aligitimaktadir.

Anjiogenez yeni damar olusumu anlamina gel-
mektedir (2,3). Anjiogenez blyume, fertilite ve yara
iyilesmesi disinda normal fizyolojik bir durum degildir
ve bircok hastaligin patolojisinde yer almaktadir (2-5).
Anjiogenezin degerlendirilebilmesi i¢in 6ncelikle mik-
rodamarlarin gorilebilir hale getirilmesi gerekmektedir.
Bu da ancak endotel hiicrelerinin immunhistokimyasal
yontemle boyanmast ile mimkiin olabilmektedir. Bu-
nun icin faktér VIII iligkili antijen, CD-31, CD-34,
CD-36 antijenleri kullanilabilir (2). Daha sonra da mik-
rodamar yogunlugu morfometrik yontemlerle 6lgi-
lebilir.

Anjiogenetik aktivitenin bircok timérde prog-nostik
bir gosterge oldugu gosterilmistir. Servikal ti-morlerde
de anjiogenezle ilgili bircok calisma yapil-maktadir.
Bunlarin bir kisminda derece, evre ya da ntksletle
iliskisi saptanmistir (6-12).

Ki-67 antijeni; hiicrenin mitoz, G1, S ve G2 fa-
zinda salgilanan ve proliferatif aktivitenin belirlen-
mesinde kullanilabilecek giivenilir bir antijendir (13).
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Serviks kanserlerinde daha diisiik proliferatif akti-
vitenin rekurrent/rezidtel timorle iligkili oldugu ve
proliferatif aktivitenin prognostik gdsterge olabilece-
gini gésteren ¢alismalar vardir (14-17).

Epidermal growth factor reseptéri (EGFR); bir
transmembran glikoprotein reseptéridir. Hicre bo-
linmesinde ve DNA replikasyonunda rol oynar. Art
mis ckspresyonu tiimorlerde hiicre proliferasyonu ile
iliskilidir ve bu reseptor pozitif olan hastalatin, negatif
olanlara gbre daha kot prognoza sahip oldugu bildi-
tilmektedir (18).

Bu calismada servikal karsinomlarda anjiogenez,
proliferatif aktivite ve EGFR ekspresyonunun, kabul
edilen prognostik parametreler (evre, timor derecest,
histolojik tur) ile iligkisi arastirildi.

GEREC VE YONTEM
Olgu Seg¢imi:

Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji
Anabilim Dalinda tant almis 44 adet olgu calisma kap-
samina alindi. Bu olgulara ait klinik bilgiler (yas, evre,
timor derecesi, histolojik tiir) patoloji arsivine ait ra-
potlar yardimiyla elde edildi. Evreleme i¢in FIGO
(International Federation of Gynecology and Obstet-
rics Staging for Carcinoma of the Cervix Utert)
evreleme sistemi kullanildr.

Immiinhistokimya:

Immiinhistokimyasal boyama icin olgularin hema-
toksilen-eozin preparatlarindan timor ve timoér kom-
sulugunu Ornekleyen uygun parafin bloklar secildi.
Hazirlanan kesitlerde anjiogenezi degerlendirmek igin
CD-31(Neomarkers MS-353-51;1:50 diliisyon),
prolife-ratif aktiviteyi degerlendirmek icin Ki-67
antijeni (Neomarkers MS-1006-A0; 1:100 dilasyon) ve
ayrica epidermal growth factor reseptér antijeni
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(Neomarkers MS-378-P0;1:50 diliisyon) streptavidin-
avidin immiin-peroksidaz yontemiyle ¢aligildi.

CD-31 antijeni ile vaskiler yapilari déseyen
endotel hiicreleri goriilebilir hale getirildikten sonra
(Resim 1) morfometrik olarak Vaskiler Yizey Yo-
gunlugu (VSD= Vascular Surface Dansity), mikro-
damar sayist NVES= Number of Vessels) hesaplandi.
Bu kesitler 15tk mikroskopisinde 100x’lik biyiitmede
sabitlendi, bununla baglantli kamera (Sony CCD,
Japan) ile monitére (Sony Trinitron, Japan) yansitiddi
ve boylece 525x’lik bir biyitme elde edildi. Daha
sonra 11 yatay, 11 dikey test ¢izgilerinden olusan 121
nokta iceren karelerden olusan saydam monitére
yetlestirildi. Bu saydam siurlart icinde kalan timér
dokusunda test gizgileriyle kesisen damarlarin kesisme
nokta sayilart (In), bu alan icinde kesigsin veya kesis-
mesin toplam damar sayist (N) olarak not edildi. Vv
(str); test cizgisi tzerindeki stromanin volim oranimi
gostermekte olup nokta sayma yontemiyle beliflendi
(V(sto);
bélunmesiyle) elde edildi. Aynt islem timérin rastgele
secilen 10 farkli alaninda yinelendi. VSD, NVES
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daki formullere gére hesaplandi (19-21):

1-VSD (Vaskiiler Yiizey Yogunlugu)=>Inx2/ Lr
*x Vv(str)
2-NVES (Mikrodamar Sayist) =N/Vv(str)

Ki-67 igin pozitif kontrol olarak tonsil dokusu
kullamildt ve ntkleer boyanma olumlu kabul edildi.
Boyanmanin en yogun oldugu alanlarda 500-1000
hiicre sayilarak proliferatif aktivite yizde olarak he-
saplandi (22) (Resim 2).

EGFR icin pozitif kontrol olarak daha dnceden
porzitif boyandigi bilinen meme karsinomuna ait bir
kesit kullanddi. EGFR ile membranéz boyanma
olumlu kabul edildi; boyanma yayginligt ve boyanma
yogunlugu 0-7 arasinda skorlandi. Boyanma yayginhgt:
Boyanma yoksa 0; %1-25 ise 1; %26-50 ise 2; %51- 75
ise 3; %76-100 ise 4 olarak degerlendirildi. Boyanma
yogunlugu: Boyanma yoksa 0; zayif ise 1, orta derece
ise 2 ve giigli ise 3 olarak skorlandi. Daha sonra bu
sonuglar toplanmis ve toplam skor 0 ise negatif; 2-3
ise zayif; 4-5 ise orta derece; 6-7 ise giiclii olarak deger-
lendirildi (23)(Resim 3).

g (. ."u
" Y
S T | 7
A iz
’li“i
4 ‘-, .

DEU TIP FAKULTESIi DERGISI ARALIK 2003

ARASTIRMA215



Servikal karsinomlarda anjiogenez, proliferatif aktivite ve epidermal growth faktor reseptér ekspresyonu

Resim 1. CD-31 ile goriilebilir h
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Resim 2. Ki-67 ile tim6r hiicrelerindeki olumlu niikleer boyanma (400X)

Istatistik:

Istatistiksel analiz bilgisayarda SPSS (Scientific
Package for Social Sciences) programi ile gerceklesti-
rilmistir. Elde edilen VSD, NVES, proliferatif aktivite
yiizdesi ve EGFR ekspresyon degerleri ile olgularin

yas,  histolojik tir, derece, evre degerleri tek
degiskenli
216 ARASTIRMA

analizde x? tek yonli ANOVA testleri ile karsilas-
tirddr. 0,05%e esit ya da kiigik “p” degerleri anlamlt
kabul edildi. Buradan anlamli sonug elde edilen deger-
lere ise Kendall’s tau b testi ile korelasyon testi
uygulandi ve “t” degetleri elde edildi.
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Resim 3. EGFR ile timér hiicrelerindeki giicli membranéz boyanma (100X)
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SONUCLAR

Calisma kapsamina alinan 44 adet servikal
karsinom olgusunun yaslart 33-67 arasinda degismekte
idi (ortalama yas 50,19 *8,51). Olgularin 29’u non-
keratinize skuamoz hucreli karsinom, 12’si keratinize
skuamo6z hicreli karsinom, 2’si papiller skuamoz
hiicreli karsinom ve 1’1 ise adenokarsinomdu. Olgu-
larin histolojik tirleri ile diger parametreler arasinda

istatistiksel bir iligki saptanmadu.

Olgular FIGO evrelemesine gore evrelendirildi ve
evre-derece dagilimlart Tablo’da gdsterildi. Bir olguda
insizyonel biopsi oldugu igin evreleme yapilamadi.
Evre ile derece arasinda istatistiksel olarak anlamli
iliski saptanmadi.

Tablo. Olgularin FIGO evre ve derece dagilimlart

Derece Evrel Evre2 Evre3
1 10 1 2
2 16 10 0
3 2 2 0
N 28 13 2

* Bir olguda insizyonel biopsi olmast nedeniyle evreleme yapilamanmustor.

Olgularin VSD degerleri 4,5-132,50 arasinda olup;
ortalama 20,83+2548 mm™dir. NVES degertleri 21-
725 arasinda olup; ortalama NVES degerleri ise
95,994+119,02 mm™%dir. NVES ile timotlerin derece-
leri arasinda anlamli bir istatistiksel iliski saptandi
(p=0,009; tek yonli ANOVA). Ayrica NVES ile Ki-67
indeksi arasinda da istatistiksel olarak anlamli iliski
saptandi (p=0,041; tek yonli ANOVA). VSD degerleri
ile diger degiskenler arasinda anlaml iliski bulunamadh.

Ki-67 indeksi ile 6lciilen ortalama proliferatif in-
deks %065,62°dir. Ki-67 degetleri ile derece arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptand: (p=0,0001;
tek yonli ANOVA). Ayrica Kendall’s tau b testinde
aralarinda dogrusal bir iliski gérildi (1=0,674). Ki-67
ile evre, histolojik tir, EGFR ekspresyonu ve VSD
arasinda bir iliski bulunamad:.

Ortalama EGFR skoru  3,40’tir.

EGEFR ekspresyonu ile yas, evre, derece, anjiogenez ve

ekspresyon

proliferatif aktivite arasinda bir iliski saptanmadt (tek
yonli ANOVA ve x? testi).

TARTISMA

Anjiogenez gerek servikal intraepitelyal neoplazi
(CIN) gerekse invaziv skuaméz hiicreli karsinomlarda
bir¢ok arastirmaya konu olmaktadir. Dobbs ve atk (9);
CIN’lerde ortalama damar yogunlugu ve vascular
endothelial growth factor ekspresyonunun displazinin
derecesi arttikca ve invaziv skuamoz hicreli karsinoma
dogru ilerledikge arttigi ve hastalarin kiiciik bir gru-
bunda rekurrensle iligkili oldugunu saptamislardir.
Yine aymt arastiricllar bagka bir calismada servikste
normal epitelden displastik epitele ve karsinoma dogru
lerlemede mikrodamar yogunlugunun arttigini ileri
sturmuslerdir (9,24). Ayrica mikrodamar yogunlugunun
noninvaziv timoérden mikroinvaziv timoére ilerledikee
anlamh olarak arttig, ancak rekurrensleri gdstermek
acisindan yetersiz oldugunu 6ne stren calismalar da
vardir (10). Diger bir calismada ise servikal skuaméz
hticreli karsinomlarda anjiogenezin timdér biyukligi
ve evre ile iligkili oldugu bildirilmistir (11).

Bizim ¢alismamizda olgularin mikro damar sayilari
(NVES) ile timér derecesi ve proliferatif aktivite ara-
sinda anlamli bir iliski bulundu. Bunun da timérin
agresif davransi ile iliskili bir bulgu oldugu dustnutldd.
Ancak evre ile anjiogenez arasinda anlamlt bir iliski
saptanamadi. Tleri evre (FIGO Evre III) olgularin
calisma kapsamina alinmasimin bu sonucta Gnemli
oldugu dustntldi. Cinkil anjiogenez genellikle non-
invaziv timérlerden invaziv timorlere gegiste ve
timorlerin  erken evrelerinde 6nem kazanmaktadir
(6,7,9-12).

Ki-67 antijeni hiicrenin mitoz, G1, S ve G2 fazin-
da salgilanan ve proliferatif aktivitenin belitflenmesinde
kullanilabilecek giivenilir bir antijendir (13).

Pillai ve ark (14); serviks kanserlerinde daha disik
proliferatif aktivitenin rekurrent/rezidiiel timorle ilis-
kili oldugu ve proliferatif aktivitenin prognostik gos-
terge olabilecegini 6ne stirmislerdir.

Servikal intraepitelyal neoplazilerde (CIN) derece

artttkca Ki-67 boyanma indeksinin arttigt ve invaziv
skuam6z hiicreli karsinomlarda ise boyanmanin daha



yaygin oldugu bildirilmektedir (15,25). Ayrica birgok
calismada gerek servikal karsinomlarda gerekse diger
organ timotlerinde proliferatif aktiviteyle timér dere-
cesi arasinda guglii bir korelasyon oldugu vurgulan-
maktadir (13-17,25). Bizim ¢alismamizda da olgularin
histopatolojik dereceleri ve proliferatif aktiviteleri ara-
sinda giicli  bir korelasyon saptandi. Proliferatif

aktivite yiizde olarak hesaplandig icin  timor
derecesine goére daha objektif bir gdstergedir. Bu
nedenle timorlerin biolojik davranslarini gdstermede

daha yararli bir yéntem olmaya adaydir.

Geng hastalarda lokal ilerlemis servikal karsinom-
larin daha agresif davranislarinin yiiksek proliferasyon
indeksi ile iliskili oldugunu gosteren calismalar vardir
(16). Bununla bitlikte proliferatif aktivitenin servikal
kanserlerde yasam siiresini géstermek acisindan yeter-
siz oldugu distintlmektedir (11). Diger bir ¢alismada
ise Ki-67 degerlerinin servikal adenokarsinomlarda re-
kurrensleri gésterebilecek bir prognostik faktér oldugu
bildirilmistir (17).

Epidermal growth factor reseptoriinin (EGFR)
artmis ekspresyonu timérlerde hiicre proliferasyonu
ile iligkilidir ve bu reseptdr pozitif olan hastalarin,
negatif olanlara gére daha kétl prognoza sahip oldugu
bildirilmektedir (18,23).

Servikal karsinomlarda da EGFR ekspresyonunun
timorin  yayiimu ile iligkili oldugu, bagimsiz bir
prognostik faktér oldugu ve Ozellikle bir timor
biopsisinde EGFR immiin boyamasi ile cerrahi strateji
ve adjuvan terapinin belirlenebilecegi bir¢ok calismada
bildirilmistir (18,26,27).

Maruo ve ark (28) EGFR ekspresyonunun servi-
kal skuaméz epitelde bulunmasinin neoplastik trans-
formasyonla iliskili oldugunu ve bir timor belitleyicisi
olarak kullanilabilecegini 6ne siirmuslerdir. Kersemae-
kers ve ark (23) ise EGFR ekspresyonunun servikal
kanserlerde koti prognozla iligkili oldugu ve lenf nodu
durumundan bagimsiz olarak prognostik bir gbsterge
oldugu sonucuna varmuslardir.

Bizim c¢alismamizda ise EGFR ekspresyonuyla
diger parametreler arasinda bir iliski saptanmadi.

Kristensen ve ark (1) da EGFR ekspresyonu ile timor
boyutu, lenfatik invazyon ve lenf nodu tutulumu ara-
sinda bir korelasyon saptamamuslardir. Hale ve ark ise
(29) caligmalarinda skuamoz hiicreli karsinom, ade-
nokarsinom ve adenoskuaméz karsinomlu olgulart es
saytida calismislar ve en belirgin boyanmayt adenos-
kuaméz karsinomlarda saptamuslardir. Skuaméz hiic-
reli karsinomlarda ise EGFR ekspresyonunu istatis-
tiksel olarak anlamsiz olarak bulmuglardir. Bu calis-
mada yalnizca bir adet adenokarsinom bulunmasinin
ve diger timotlerin skuaméz hiicreli karsinomun alt-
tirleri olmasimnin 6nemli olabilecegi diisinilmustur.
Yine de bizim olgularimizin klinik izlem verilerinin
bulunmamasinin olumsuz bir faktér olmasi daha muh-
temeldir.

Bu calismada servikal karsinomlarda bilinen prog-
nostik parametrelerle proliferatif aktivite, anjiogenez
ve EGFR cekspresyonunun iliskisi arastirilmistir. Pro-
liferatif aktiviteyle timor derecesi arasinda glcli bir
korelasyon saptanmasi olduk¢a 6nemli bir bulgudur.
Daha objektif bir gdsterge olmast nedeniyle gelecekte
timor derecesinden daha degerli bir kriter olmaya
adaydir. Anjiogenez ise timotlerin agresif davra-
niglartyla oldukea yakindan iligkilidir ve bu calismada
da timor derecesi ve proliferatif aktiviteyle iliskili bu-
lunmustur. Yine de hem anjiogenez ve proliferatif
aktivite hem de EGFR ekspresyonu icin olgu sayist
arttrilarak ve olgularin klinik izlemleri de eklenerek
daha kapsamli bir calismaya gereksinim duyulmaktadir.
Bunlardan elde edilen sonuglarla olgularin izlemleri ve
tedavi planlarinin daha objektif kriterlerle belitrlenebile-

cegl umulmaktadir.
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