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GABA content and GAD activity in breast
tissue in women surgically treated
for breast cancer

Zawartos¢ GABA i aktywnos¢ GAD w tkankach
gruczotu piersiowego u kobiet leczonych
operacyjnie z powodu raka piersi
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Summary

Introduction: The aim of the study was to assess GABA content and GAD activity in macro-
scopically unchanged tissue as well as in breast cancer tissue. We assessed correlations betwe-
en GABA and GAD and primary tumor size (T), presence or absence of metastases to axillary
lymph nodes and patients’ age.

Material and methods: The study included 54 patients treated surgically for breast cancer. The
clinical characterization of examined population was performed. The following factors were
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assessed: age, tumor size, type of microscopic diagnosis, regional lymph nodes state. GABA content
and GAD activity were measured in tissue material obtained from both tumor and macroscopi-
cally unchanged breast tissue. To assess GABA concentration and GAD activity spectrofluoro-
metrical analysis was performed according to Lowe et al. and Sutton et al. modification.
Results: The age of examined women ranged between 37 and 85 years. The most common hi-
stological type was ductal carcinoma (carcinoma ductale), which constituted 77,8% of all exa-
mined tumors. The presence of metastases to axillary lymph nodes was confirmed with histo-
pathological examination in 17 cases (31%). The obtained results were statistically analyzed.
We observed, that GABA content and GAD activity were significantly higher in tumor tissue
(p<0,005) than in macroscopically unchanged breast tissue. Moreover, highly statistically si-
gnificant positive correlation between GABA concentration and GAD activity was found in both
cancer tissue (r=0,58) and macroscopically unchanged breast tissue (r=0,5).

Conclusions: No statistically significant correlation between GABA concentration and GAD
activity in cancer tissue and breast tumor size (T) was found, however, a tendency for decrease
of GABA and GAD values with increase in breast tumor size was observed. Interestingly, we
found positive, statistically significant, correlation between GABA and GAD in T2 and T3+T4
tumors in both cancer tissue (p<0,05) and macroscopically unchanged tissue (p<0,05). Never-
theless, no correlation was found in small tumors (T1). In addition to that, we found signifi-
cantly higher GABA concentration (p<0,05) in tumor tissue in the group of patients with
metastases to lymph nodes in comparison to patients without metastases in lymph nodes.
Key words: breast cancer, GABA, GAD

Streszczenie

Wstep: Celem pracy byta ocena zawartosci GABA i aktywnos$ci GAD w tkance makroskopo-
wo niezmienionej jak i w tkance nowotworowej gruczotu piersiowego. Oceniono zaleznosci
pomigdzy GABA i GAD a wielko$cia guza pierwotnego (T), obecno$cia badz brakiem prze-
rzutdéw w weztach chtonnych pachowych i wiekiem chorych.

Materiatl i metody: Badaniem objgto 54 chore leczone operacyjnie z powodu raka gruczotu pier-
siowego. Przeprowadzono charakterystyke kliniczng objgtych badaniem kobiet. Oceniono: wiek,
wielko$¢ guza, rodzaj rozpoznania mikroskopowego, stan regionalnych weztow chtonnych. Za-
warto$§¢ GABA i aktywno$¢ GAD oznaczano w materiale tkankowym pobranym zaréwno z guza
nowotworowego jak i z makroskopowo niezmienionej tkanki gruczotu piersiowego. Zawartos¢
GABA i aktywnos¢ GAD oznaczono metoda spektrofluorometryczna wg Lowe i wsp. w modyfi-
kacji Sutton i wsp.

Wyniki: Wiek 54 objetych badaniem chorych wahat si¢ od 37 do 85 lat. Najczesciej rozpozna-
wana postacia mikroskopowa raka piersi byt naciekajacy rak przewodowy (carcinoma ducta-
le), ktory stanowit 77,8%. Obecnos¢ przerzutow w weztach chtonnych pachowych potwierdzono
badaniem histopatologicznym w 17 (31%) przypadkach. Otrzymane wyniki badan poddano
analizie statystycznej. Wykazano, ze zawartos¢ GABA i aktywno$¢ GAD byta znamiennie
wyzsza w tkance guza (p < 0,005) anizeli w tkance makroskopowo niezmienionej gruczotu
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piersiowego. Stwierdzono wysoce istotna statystycznie dodatnig korelacje pomigdzy zawarto-
$cia GABA a aktywnoscia GAD zaréwno w tkance nowotworowej (r = 0,58) i w tkance
makroskopowo niezmienionej (r = 0,5).

Whioski: Nie zaobserwowano istotnej statystycznie zalezno$ci pomigdzy zawartoscia GABA
i aktywnoscia GAD w tkance nowotworowej a wielkoscia guza piersi (T), jednak zauwazono
tendencj¢ do ich zmniejszania si¢ wraz ze wzrostem $rednicy guza. Stwierdzono natomiast istotng
dodatnia korelacj¢ migdzy GABA a GAD w guzach T2 i T3+T4 zaréowno dla tkanki nowo-
tworowej (p < 0,05) jak i tkanki makroskopowo niezmienionej (p < 0,05). Natomiast nie stwier-
dzono takiej korelacji w guzach matych T1. Wykazano istotnie wyzsza (p < 0,05) zawartos¢
GABA w tkance nowotworowej wérdd chorych z przerzutami do weztow chtonnych w porow-
naniu z chorymi bez przerzutow w weztach.

Stowa kluczowe: rak piersi, GABA, GAD

INTRODUCTION

Breast cancer is the most common cancer among wom-
en in Europe and North America [1]. Poland is a coun-
try of medium incidence and mortality of breast cancer.
In 2004 12049 new breast cancer cases were diagnosed
and standard incidence rate was 40,7/100 000 population.
Breast cancer is the most common cancer death cause in
Polish women [1, 2, 3, 4].

Cancers constitute approximately 98% of breast
malignancies. Most of invasive breast cancer, almost 70%
of them, are ductal carcinomas (carcinoma ductale),
which develop from milk ducts epithelium. Decidedly
less common, diagnosed in 5-15% cases, are lobular
carcinomas (carcinoma lobulare), which develop from
epithelial structures of lobules. Apart from that other, rare
form of breast cancer are diagnosed. They are usually
characterized by better prognosis.

Breast cancer is highly malignant cancer, character-
ized by comparatively low cure rate. Standard methods
for breast cancer treatment are surgery, chemotherapy,
radiotherapy and hormone therapy, administered alone or
in polytherapy. Choice of a proper treatment method and
treatment schedule is based mainly on clinical staging of
the tumor.

Although many factors increasing the risk of breast
cancer development were identified, the tumor etiology
is still poorly known. Breast cancer development is
a multifactor process, in which numerous genetic, hor-
monal, ethnical and customary factors play essential role
[5, 6, 7]. One of the most important mechanisms respon-
sible for hormone-dependent cancers development is hor-
monal control of their growth. In breast cancer estrogens,
which are specific gene expression regulators, play the
key role.

Gammaaminobutyric acid (GABA) is a neurotrans-
mitter which inhibits central and peripheral nervous
system. It influences neural inhibition and stimulates
electrophysiological processes by neuronal cell membrane
depolarization [8, 9, 10, 11, 12, 13]. GABA concentra-
tion is up to 1000 times higher than any other neurotrans-
mitters, e.g. noradrenalin and acetylcholine [14, 15, 16,
17].

WSTEP

Rak gruczotu piersiowego jest najczestszym nowotworem
wsrod kobiet zamieszkujacych Europg i Ameryke Potnoc-
na. [1]. Polska nalezy do krajow o $redniej zapadalno$ci
i umieralno$ci na raka gruczotu piersiowego. W roku
2004 rozpoznano 12049 nowych zachorowan na raka
piersi, a standaryzowany wspolczynnik zapadalnos$ci
wynosit 40,7/100 tys. ludno$ci. Rak piersi jest najczgst-
sza przyczyna zgonow z powodu nowotworow ztosli-
wych wsrod kobiet w Polsce [1, 2, 3, 4].

Raki stanowia okoto 98% nowotwordéw ztosliwych
gruczohu piersiowego. Wigkszos¢, bo blisko 70% inwa-
zyjnych rakéw piersi stanowia raki przewodowe (carci-
noma ductale), rozwijajace si¢ z nabtonka przewodow
wyprowadzajacych. Zdecydowanie rzadziej, bo w 5-15%
rozpoznawane sa raki zrazikowe (carcinoma lobulare)
rozwijajace si¢ z nablonkowych struktur zrazika. Poza
tym zaledwie w kilku procentach rozpoznawane sg inne
rzadkie postacie raka piersi cechujace si¢ lepszym roko-
waniem.

Rak piersi jest nowotworem o wysokim stopniu zto-
sliwosci 1 cechuje sig stosunkowo niska wyleczalno$cia.
W leczeniu raka gruczohu piersiowego uznanymi meto-
dami sa chirurgia, chemioterapia, radioterapia oraz hor-
monoterapia, stosowane samodzielnie lub w sposob sko-
jarzony. Wybor odpowiedniej metody i taktyki leczenia
uwarunkowany jest przede wszystkim stopniem zaawan-
sowania klinicznego nowotworu.

Pomimo identyfikacji wielu czynnikéw zwigkszaja-
cych ryzyko zachorowania na raka piersi etiologia tego
nowotworu nadal jest stosunkowo mato poznana. Powsta-
nie raka piersi jest zjawiskiem wieloprzyczynowym,
w ktorym duza role odgrywaja czynniki genetyczne,
hormonalne, etniczne i zwyczajowe [5, 6, 7]. Jednym
z najistotniejszych mechanizmow odpowiedzialnych za
powstawanie i rozwdj nowotworéw hormonozaleznych
jest kontrola wzrostu przez hormony. W przypadku raka
piersi kluczowa role odgrywaja estrogeny, ktore sa swo-
istym regulatorem ekspresji genow.

Kwas gamma - aminomastowy (GABA) jest neuro-
przekaznikiem o dziataniu hamujacym w o$rodkowym
1 obwodowym uktadzie nerwowym. Wptywa na zjawi-
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GABA metabolism is poorly described. One of
GABA metabolic pathways in central nervous system is
its production during decarboxylation of glutamic acid by
glutamic acid decarboxylase (GAD) [18, 19, 20].

Regulatory processes in GABAergic neurons are
mediated by membrane receptors GABA-A and GABA-
B located in dendrites [21, 22, 23]. GABA-A receptor is
an ionophoric receptor constituted with a, b and g sub-
units. GABA binding site is located in g subunit, while
a and b subunits work as benzodiazepines and barbitu-
rates binding sites [16, 24]. GABA-B receptor is local-
ized on presynaptic ending of non-GABAergic neurons.
After GABA-B receptor activation late inhibitory
postsynaptic potentials are created, which cause changes
in secretion of amines (serotonin, dopamine), neuropep-
tides, stimulating amino acids and hormones [22, 23]. The
discovery of benzodiazepines receptor as a part of
GABA-A receptor complex in mammary gland can be an
indirect evidence for presence of the whole GABAergic
system in breast cells, however its role is still not known
[25, 26].

There are a few papers describing a connection be-
tween GABAergic system and tumor development pro-
cess. The proven presence of GABA-A receptor complex
in central nervous system was a central point for research
projects indicating its presence in gliomas. It was also
shown, that the concentration of GABA-A depended on
tumor malignancy rate [27]. Similarly, research projects
confirming presence of GABA and GAD in cancers
included such malignancies as prostate cancer, gastric
cancer and colon cancer. Simultaneously, GABA content
and GAD activity in macroscopically unchanged tissues
appeared to be significantly lower than in tumor tissues.
Moreover, higher GABA concentration in cancer tissue
correlated with higher tumor malignancy rate [28, 29, 30].

GABAergic system plays special role in breast can-
cer because it takes part in cell proliferation regulation.
It was shown, that excessive expression of GABAergic
receptors is present on breast cancer cell lines character-
ized by higher malignancy, higher mitotic activity and in
cancers with high rate of cells in S phase of cell cycle
[31, 32].

The above observations let us suppose that GABAer-
gic system, apart from many functions in central and
peripheral nervous system and peripheral tissues, is able
to play essential role in cancerogenesis.
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sko hamowania neuronalnego i depolaryzujac btong neu-
ronalng stymuluje procesy elektrofizjologiczne [8, 9, 10,
11, 12, 13]. Stezenie GABA jest do 1000 razy wigksze
niz innych neuroprzekaznikéw np. noradrenaliny czy ace-
tylocholiny [14, 15, 16, 17].

Metabolizm GABA nie zostal doktadnie poznany.
W osrodkowym uktadzie nerwowym jedna z drog meta-
bolicznych GABA jest jego powstanie w wyniku dekar-
boksylacji kwasu glutaminowego pod wptywem jego de-
karboksylazy (GAD) [18, 19, 20]. Procesy regulacyjne
w neuronach GABA — ergicznych zachodza za posred-
nictwem receptorow btonowych GABA-A i GABA-B,
potozonych w dendrytach [21, 22, 23]. Receptor GABA-
A jest receptorem jonoforowym, wchodzacym w sktad
kompleksu receptorowego sktadajacego si¢ z podjedno-
stek a, b, g. Obszarem dla GABA jest podjednostka g,
a podjednostki a i b sa obszarami dla benzodiazepin
i barbituranow [16, 24]. Receptor GABA-B jest obecny
w zakonczeniach presynaptycznych neuronéw nie GABA
— ergicznych. W wyniku aktywacji receptora GABA-B
powstaja p6zne hamujace potencjaly postsynaptyczne,
ktore wywotuja zmiany w uwalnianiu: amin (serotoniny,
dopaminy), neuropeptydéw, aminokwasoéw pobudzaja-
cych oraz hormonow [22, 23]. Wykrycie receptora dla
benzodiazepin wchodzacego w sktad kompleksu recep-
torowego GABA-A w gruczole piersiowym moze w spo-
sob posredni dowodzi¢ obecnosci catego uktadu GABA
— ergicznego w komorkach gruczotu piersiowego, cho¢
jego rola nie zostata jeszcze poznana [25, 26].

Istnieje niewielka ilo$¢ prac poswigconych powiaza-
niom uktadu GABA-ergicznego z procesem nowotworze-
nia. Udowodniona obecnos¢ kompleksu receptorowego
GABA-A w osrodkowym uktadzie nerwowym byta punk-
tem wyjsScia badan wskazujacych na jego obecno$¢
w glejakach mozgu. Wykazano ponadto, ze stgzenie re-
ceptora GABA-A bylo zalezne od stopnia ztosliwosci no-
wotworu [27]. Podobne prace potwierdzajace obecno$é
GABA i1 GAD dotyczyly raka gruczohu krokowego, raka
zotadka i raka jelita grubego. Wykazano jednocze$nie, ze
zawarto§¢ GABA 1 aktywno$¢ GAD w tkankach ma-
kroskopowo niezmienionych sa znacznie nizsze niz
w tkankach nowotworowych tych narzadéow. Natomiast
wigksze stezenie GABA w tkance nowotworowej kore-
lowato ze zwigkszonym stopniem ztosliwosci tych nowo-
twordw [28, 29, 30].

Szczegblng role odgrywa uktad GABA-ergiczny
w raku gruczolu piersiowego poprzez regulacje prolife-
racji komérkowej. Wykazano, ze nadmierna ekspresja re-
ceptorow GABA-ergicznych wystgpuje w liniach komor-
kowych raka piersi cechujacych si¢ wigksza ztosliwoscia,
wigksza aktywnoscia mitotyczna oraz w rakach o prze-
wadze komorek znajdujacych si¢ w fazie syntezy (S)
cyklu komoérkowego [31, 32].

Powyzsze spostrzezenia pozwalaja przypuszczad, ze
uktad GABA-ergiczny oprocz wielu funkcji jakie peini
w osrodkowym i obwodowym uktadzie nerwowym oraz
w tkankach obwodowych, moze odgrywaé pewna role
w procesie karcinogenezy.
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AIM OF THE STUDY

The aim of the study was the assessment of GABA
concentration and GAD activity in macroscopically un-
changed tissues and breast cancer tissue and the assess-
ment of correlations between GABA and GAD and breast
tumor extent (T), presence or absence of metastases in
axillary lymph nodes and age of patients.

MATERIALS AND METHODS

The study was performed in the group of 54 patients
treated surgically for breast cancer in Oncologic Surgery
Ward in Centrum Onkologii Ziemi Lubelskiej from
December 1999 to January 2001. Modified radical mas-
tectomy was performed in 48 cases, simple mastectomy
with lower level of axillary cavity removal in 5 women
and in one case breast conservative treatment (BCT)
involving tumor axillary lymph nodes removal. In all
cases surgery was primary treatment, not primed with any
other methods of specialized systemic treatment.

In all patients clinical cancer diagnosis was confirmed
by postsurgical histopathological tissue examination.

Clinical characteristic of examined population was
performed, including the following: age, tumor size,
microscopical diagnosis, local lymph nodes involvement.

GABA content and GAD activity in all examined
women were measured in tissues obtained from both the
tumor and macroscopically unchanged breast tissue. The
tissue used for tests was taken immediately after breast
tumor removal. Directly after taking the sample, tissue
was frozen in liquid nitrogen and next stored in -20°C.
GABA content and GAD activity was measured spectrof-
luorometrically according to Lowe et al. [33] in Sutton
et al. modification [34].

The obtained results were statistically analyzed.

Continuous variables, such as: age and tumor size, we
characterized by range (min.-max.), arithmetic mean and
median.

Obtained values of GABA and GAD in examined
tumor tissue and macroscopically unchanged breast tis-
sue we analyzed statistically. GABA concentration and
GAD activity in examined tissues were shown as a mean
and standard deviation from repeated measurements,
median and range (min.-max.). Correlation coefficient
between GABA and GAD values were calculated with
Spearman test.

Correlations between GABA and GAD and T param-
eter were assessed with Kruskal-Wallis test. To assess
correlation between GABA and GAD and patients’ age
Spearman test was used, while comparisons between
GABA and GAD content in relation to the other factors
were assessed using Mann-Whitney test. Admissible error
was 5%.

A. KURYLCIO, M. MAZURKIEWICZ, W. P. POLKOWSKI

CEL PRACY

Celem pracy byta ocena zawartosci GABA 1 aktywnosci
GAD w tkance makroskopowo niezmienionej oraz w raku
gruczotu piersiowego oraz ocena zalezno$ci pomiedzy
GABA 1 GAD a wielkoscia guza piersi (T), obecnoscia
badz brakiem przerzutow w weztach chtonnych pacho-
wych oraz wiekiem chorych.

MATERIAt I METODY

Badania przeprowadzono w grupie 54 chorych leczonych
operacyjnie z powodu raka gruczotu piersiowego w Od-
dziale Chirurgii Onkologicznej Centrum Onkologii Ziemi
Lubelskiej w okresie od grudnia 1999 roku do stycznia
2001 roku. Zmodyfikowana mastektomi¢ radykalna wyko-
nano u 48 chorych, mastektomig prosta wraz z usunigciem
dolnego pigtra jamy pachowej u 5 kobiet i u jednej sek-
torowe wycigcie guza z jednoczesnym usunigciem weztow
chtonnych jamy pachowej (BCT). Leczenie chirurgiczne
byto leczeniem pierwotnym, nie poprzedzonym innymi
metodami systemowego leczenia specjalistycznego.

U wszystkich chorych rozpoznanie kliniczne nowo-
tworu potwierdzone zostato badaniem histopatologicz-
nym pooperacyjnego materiatu tkankowego.

Przeprowadzono charakterystyke kliniczna objgtych
badaniem kobiet. Oceniono: wiek, wielko$¢ guza, rodzaj
rozpoznania mikroskopowego, stan regionalnych weztow
chtonnych.

Zawarto$¢ GABA i aktywno§¢ GAD u wszystkich
objetych badaniem kobiet oznaczano w materiale tkan-
kowym pobranym zaréwno z guza nowotworowego jak
i z makroskopowo niezmienionej tkanki gruczotu pier-
siowego. Materiat tkankowy do oznaczen pobierano nie-
zwlocznie po wycigciu guza piersi. Bezposrednio po
pobraniu tkanke zamrazano w ciektym azocie, a nastep-
nie przechowywano w temperaturze -20°C. Zawarto$¢
GABA i aktywnos¢ GAD oznaczono metoda spektroflu-
orometryczna wg Lowe i wsp. [33] w modyfikacji Sut-
ton 1 wsp. [34].

Otrzymane wyniki badan poddano analizie statystyczne;.

Zmienne ciagtle takie jak: wiek, wielko$¢ guza okre-
$lono zakresem (min. — max.), $rednia arytmetyczna
1 mediang.

Przeprowadzono analizg statystyczna otrzymanych
wartosci GABA i1 GAD w tkance guza i tkance makro-
skopowo niezmienionej gruczotu piersiowego. Zawarto$¢
GABA i aktywno$¢ GAD w badanych tkankach przed-
stawiono jako $rednia z powtérzen z odchyleniem stan-
dardowym, mediang i zakresem (min. — max.). Wspot-
czynniki korelacji migdzy wartoSciami GABA i GAD
obliczono testem Spearman’a.

Wspotzaleznosci migdzy GABA i GAD a cecha
T oceniono testem Kruskala-Wallisa. Do okre$lenia kore-
lacji miedzy GABA i GAD a wickiem badanych chorych
uzyto testu Spearmana. Natomiast roznice zawartosci
GABA i GAD w badanych tkankach w zaleznosci od
pozostatych czynnikéw okreslono testem Manna-Whit-
ney’a. W pracy przyjgto 5% ryzyko bledu wnioskowania.
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RESULTS

Age of examined patients ranged from 37 to 85 years.
Mean age was 59,7 years and median 58,0 years. The
largest group, constituting more than a half of examined
population, were women between 41 and 50 years and
between 71 and 80 years. Breast cancer in young wom-
en, younger than 40 years, was diagnosed in only 2 cases.
Age distribution in examined population of women treat-
ed surgically for breast cancer is shown in Fig. 1.

Tumor size in examined population was extremely
diverse and ranged between 1 cm and 15 cm, mean size
was 3,45 cm £ 2,39 cm.

In most patients (85%) breast cancer was diagnosed
in early phases of local extent of tumor (T1 and T2).
Locally advanced stages of cancer (T4) were diagnosed
in only 11% of all breast tumors.

WYNIKI

Wiek 54 objgtych badaniem chorych wahat si¢ od 37 do
85 lat. Srednia wieku wynosita 59,7 lat, a mediana 58,0
lat. Najliczniejsza grupg, bo znacznie ponad potowe
objetych badaniem chorych stanowity kobiety pomigdzy
41 a 50 rokiem zycia oraz 71 a 80 rokiem zycia. Raka
piersi u kobiet mtodych majacych mniej jak 40 lat roz-
poznano zaledwie w 2-ch przypadkach. Rozktad wieku
badanych kobiet operowanych z powodu raka piersi ilu-
struje ryc. 1.

Wielko$¢ guza w badanej grupie chorych byta bardzo
zroznicowana i wahata si¢ od 1 cm do 15 cm, a $rednia
wynosita 3,45 cm + 2,39 cm.

U wigkszoS$ci objetych badaniem chorych, bo w 85%
raka rozpoznawano we wczesnych T1 i T2 stopniach
zaawansowania miejscowego. Raki bardzo zaawansowa-
ne miejscowo o cesze T4 stanowily zaledwie 11%
wszystkich guzow piersi.

Fig. 1. Age distribution in exami-
ned population 18

Ryc. 1. Rozktad wieku objetych
badaniem chorych

-
o
T

Liczba chorych
™

Number of patients

29.6 %

Wiek [lata]
Age (years)

Fig. 2. Distribution of the local
extent of primary tumor (T) in 3
examined population

Ryc. 2. Rozktad stopni zaawanso-
wania miejscowego (T) w badanej
grupie chorych

T4 T1
n=6 (11%) n=7(13%)

T2
n = 39 (72%)

ET1

T2 aoT3 oT4
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The distribution of local extent of tumor is shown in
Fig. 2.

The most common microscopic type of breast cancer
in examined population was infiltrating ductal carcino-
ma (carcinoma ductale), which was found in 77,8% of
all microscopic diagnoses.

Among 54 patients in the study, 17 (31%) had me-
tastases in axillary lymph nodes. Mean age of patients
with metastases was 58,3 £ 1 5,7 years and was not
significantly different from mean age of patients without
metastases in axillary lymph nodes (mean age 60,4 + 13,1
years). In the group of 37 patients without metastases in
axillary lymph nodes were 3 patients with non-infiltrat-
ing cancer. The presence of metastases in removed ax-
illary lymph nodes in all studied cases was confirmed in
histopathological examination of obtained material.

Mean tumor size in patients with metastases in region-
al lymph nodes was 4,01 £ 2,41 cm, while in patients
without metastases was lower — 3,19 + 2,37 cm. How-
ever, it was not statistically significant (p = 0,082).

Performed tests have shown that GABA concentra-
tion and GAD activity are significantly increased in tumor
tissue in comparison to macroscopically unchanged breast
tissue. It appeared that mean GABA concentration in
tumor tissue was 57,7 mg/lg while in macroscopically
unchanged tissue it was almost two times lower and
reached 28,1 mg/1g. The difference was statistically sig-
nificant (p < 0,005). Whereas mean GAD activity values
in examined tissues were 244,6 mg/1g/1h and 115,6 mg/
1g/1h respectively. In this case, mean GAD activity in
tumor tissue was significantly higher (p < 0,05) than in
macroscopically unchanged breast tissue (Table I).

We also found highly statistically significant positive
correlation between GABA content and GAD activity in
malignant tissue. Correlation coefficient between GABA
and GAD in malignant tissue was r = 0,58 (p < 0.05)
(Figure 4).
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Rozktad zaawansowania miejscowego raka piersi ilu-
struje rycina 2.

Najczesciej rozpoznawana postacia mikroskopowa
raka piersi wérdd objgtych badaniem chorych byt nacie-
kajacy rak przewodowy (carcinoma ductale), ktory sta-
nowit 77,8% wszystkich rozpoznan mikroskopowych.

Sposrod 54 objetych badaniem chorych, u 17 (31%)
rozpoznano przerzuty w weztach chtonnych pachowych.
Srednia wieku chorych, u ktérych wystapity przerzuty
wynosita 58,3 £ 1 5,7 lat i nie r6znita si¢ istotnie (p =
0,612) od sredniej wieku pacjentek bez przerzutéw
w weztach chtonnych pachowych. Srednia wieku wsrod
nich wynosita 60,4 + 13,1 lat. Wér6d 37 chorych bez
przerzutow w weztach chlonnych pachy znalazly sig
réwniez 3 chore, u ktorych rozpoznano raka nienaciekaja-
cego. Obecnos¢ przerzutdw w usunigtych weztach pacho-
wych we wszystkich przypadkach zostata potwierdzona
badaniem histopatologicznym tkankowego materialu
pooperacyjnego (Rycina 3).

Srednia wielko$ci guza wéréd chorych, u ktérych
rozpoznano przerzuty w regionalnych weztach chtonnych
wynosita 4,01 &= 2,41 cm. Natomiast w$rod chorych bez
przerzutéw byla mniejsza i wynosita 3,19 + 2,37 cm.
Niemniej jednak roznica nie byta istotna statystycznie
(p = 0,082).

Przeprowadzone badania wykazaly, ze zawarto$c
GABA i aktywno$¢ GAD sa znamiennie wyzsze w tkance
guza anizeli w tkance makroskopowo niezmienionej
gruczohu piersiowego. Okazato sig, ze $rednia wartosci
GABA w tkance nowotworowej wynosita 57,7 mg/lg
podczas gdy w tkance makroskopowo niezmienionej byta
blisko dwukrotnie nizsza i wynosita 28,1 mg/1g. Rozni-
ca byta istotna statystycznie (p < 0,005). Natomiast $red-
nie warto$ci aktywnos$ci GAD w poréwnywanych tkan-
kach wynosity odpowiednio 244,6 mg/1g/1hi 115,6 mg/
1g/1h. Okazato si¢ rowniez, ze $rednia aktywno$¢ GAD
w tkance nowotworowej byla istotnie wyzsza (p < 0,05)
od $redniej aktywnosci GAD w tkance makroskopowo
niezmienionej gruczotu piersiowego (Tabela I).

Stwierdzono ponadto wysoce istotng statystycznie
dodatnig korelacj¢ pomigdzy zawartoscia GABA a aktyw-
noscia GAD w tkance nowotworowej. Wspotczynnik
korelacji pomigdzy GABA a GAD w tkance nowotwo-
rowej wynosit r = 0,58 (p < 0.05) (Rycina 4).

Fig. 3. Distribution of presence or
absence of metastases in axillary
lymph nodes in examined popula-
tion

Ryc. 3. Rozktad chorych w zalez-
nosci od obecnosci badz braku
przerzutow w weztach chtonnych
pachowych

n =37 (69%)

[l Present metastases
Obecne przerzuty

n=17 (31%)

B Absent metastases
Brak przerzutéw
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Moreover, in macroscopically unchanged breast tis-
sue there is also high positive correlation between GABA
concentration and GAD activity. Correlation coefficient
r= 0,51 (p <0,05) (Figure 5).

No relationship between GABA content and GAD
activity in tumor tissue and hormonal status of examined
women was found. As it turned out, GABA concentra-
tion in women younger and older than 50 years were
almost identical, and was 58,9mg/lg and 57,2 mg/lg
respectively, while GAD activity was 213,8 mg/1g/1h and
260,0 mg/1g/1h respectively. The differences were not
significant (Table II).

Furthermore, no similar correlation for GABA and
GAD in macroscopically unchanged breast tissue was
found. Similarly, GABA and GAD concentration in
women younger and older than 50 years were almost
identical and the difference was not significant (Table
I11).

Okazato sig, ze w tkance makroskopowo niezmienio-
nej réwniez istnieje silna dodatnia korelacja migdzy
wartosciami GABA 1 GAD. Wspotczynnik korelacji
wynosit r = 0,51 (p < 0,05) (Rycina 5).

Nie wykazano aby zawarto$¢ GABA i aktywnos$¢
GAD w tkance nowotworowej zalezata od statusu hor-
monalnego badanych kobiet. Okazalo si¢ bowiem, ze
zawarto$¢ GABA, u kobiet przed i po 50 roku zycia byla
prawie identyczna i wynosita odpowiednio 58,9mg/lg i
57,2 mg/1g natomiast aktywno$¢ GAD 213,8 mg/1g/1h
1 260,0 mg/1g/1h. Réznice nie byty istotne statystycznie
(Tabela II).

Roéwniez nie stwierdzono takich zaleznosci dla GABA
i GAD tkanki makroskopowo niezmienionej. Okazalo si¢
bowiem, ze wartoSci GABA 1 GAD w tkance makrosko-
powo niezmienionej migdzy kobietami majacymi mniej
jak 50 lat oraz starszymi nie r6znily si¢ istotnie (Tabela
I1I).

Tab. I. GABA content and GAD
activity in examined breast tissues Type of tissue Mean = SD Median Range p value
GABA cancer tissue 57,7+39,5 45,3 13,2-202,8
- < 0,05
(hg/lg)  |macroscopically [,¢ ) 406 |25 1,6-120,7
unchanged
GAD cancer tissue 2446 £136,4 |229,9 35,8-739,5
(ug/1g/1h) icall <0,05
HELE Macroscopically | 11561834 | 104.4 8,6-547,9
unchanged
Tab. I. Zawartos¢ GABA i aktyw- )
nos¢ GAD w badanych tkankach Rodzaj tkanki Srednia = SD | Mediana | Zakres p
gruczotu piersiowego
GABA nowotworowa 57,7+39,5 453 13,2-202,8
(ug/lg) — <0,05
He'te MAKIoSKOPOWO | 8 1+20,6  [25.,0 1,6-120,7
niezmieniona
GAD nowotworowa 244.,6 + 136,4 2299 35,8-739,5
(ug/lg/lh) [makrosk <0.05
Hele ni:m‘:iinoiggzvo 1156 + 83,4 |104,4 8,6-547,9
Fig. 4. Correlation between GABA
content and GAD activity in can-
cer tissue 800
Ryc. 4. Korelacja miedzy zawarto- — 700 ol
$cig GABA a aktywnoscig GAD w < ®
tkance nowotworowej = 600
(o)) 500 [ ) —
[ )
0 T T T T
0 50 100 150 200 250
GABA (ug/1g)
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Afterwards we assessed the correlation between
GABA and GAD and breast tumor size. Because the
distribution of mean values of these features was not
normal to compare standard deviations and medians we
use Kruskal-Wallis test. We counted groups T3 and T4
as one group.

We did not observe statistical correlation between
GABA concentration and GAD activity in cancer tissue
and the size of breast tumor. However, GABA and GAD
values were decreasing while tumor size increased (Ta-
ble IV).

Similarly, in macroscopically unchanged breast tissues
correlations between GABA and GAD values and tumor
size were not statistically significant (Table V).

The correlations between GABA and GAD dependent
on T parameter were assessed in the following groups:
T1, T2 and T3+T4 using Spearman test.

Positive correlation between GABA and GAD values
and T parameter was found in T2 and T3+T4 groups.
Similar correlation was found in macroscopically un-
changed breast tissue obtained from tumor surroundings.
Whereas, what should be highlighted, no correlation

A. KURYLCIO, M. MAZURKIEWICZ, W. P. POLKOWSKI

Przeprowadzono oceng zalezno$ci wartosci GABA
i GAD od wielkos$ci guza piersi. Ze wzgledu na duze
odchylenia rozktadow od rozktadu normalnego $rednie
wartosci badanych zwiazkoéw, odchylenia standardowe
(SD) i mediany zostaly poréwnane testem Kruskala —
Wallisa, po potaczeniu w catos¢ grup T3 i T4.

Nie zaobserwowano istotnej statystycznie zaleznosci
pomigdzy zawarto$cia GABA i aktywnoscia GAD w tkan-
ce nowotworowej a wielko$cia guza piersi. Niemniej
jednak zauwazono tendencj¢ do ich zmniejszania si¢ wraz
ze wzrostem $rednicy guza piersi (Tabela V).

Podobnie w tkance makroskopowo niezmienionej
zalezno$ci warto$ci GABA 1 GAD od wielkosci guza nie
byly istotne statystycznie (Tabela V).

Korelacje pomigdzy GABA a GAD w zalezno$ci od
cechy T oceniono w grupach: T1, T2 oraz T3 + T4 te-
stem Spearmana.

Stwierdzono istotna dodatnia korelacj¢ migdzy war-
tosciami GABA a GAD zaréwno w guzach T2 i T3+T4.
Zalezno$¢ taka stwierdzono réwniez w tkance makrosko-
powo niezmienionej pobranej z otoczenia tych guzow.
Natomiast, co warto podkresli¢ nie stwierdzono korela-

Fig. 5. Correlation between GABA
content and GAD activity in ma-
croscopically unchanged breast 600
tissue —_ [ ]
Ryc. 5. Korelacja miedzy zawarto- < 500
$cia GABA a aktywnosciag GAD w hay
tkance makroskopowo niezmienio- 2’ 400
. . . - .
nej gruczotu piersiowego g_, 300 = //
o 200 L
< ° . °
¢ 100 - ®
[ ]
0% © "o ‘
0 50 100 150
GABA (ug/1 g)
Tab. II. Correlations between GABA
ABA 1 AD 1g/1h
content and GAD activity in can- | Hormonal status & (ng/lg) - & el -
cer tissue and hormonal state of mean + SD median mean + SD median
examined women premenopausal 58,0 + 44,6 422 2138+ 114,6 | 189,1
postmenopausal 572+37,4 45,6 260,0 + 145,1 249.9
p=0,8329 p=0,2189
Tab. II. Zaleznosci migdzy warto-
Sciami GABA i GAD w tkance no- Status hormonalny SEB(als) : GED e -
wotworowej a stanem hormonal- $rednia + SD mediana Srednia + SD mediana
h kobi
nym badanych kobiet przedmenopauzalny 58,9 +44,6 422 213,8+114,6 189,1
pomenopauzalny 572+374 45,6 260,0 + 145,1 2499
p=0,8329 p=0,2189
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between GABA and GAD values in tumors measuring
more than 2 cm was found (Table VI).

Breast cancer metastases to regional lymph nodes
were found in 17 (31%) patients from 54 examined in the
study. Because the distribution of mean values of theses
features was not normal to compare standard deviations,
mean values and medians of GABA and GAD we use
Mann-Whitney test.

We found that mean GABA and GAD values in tu-
mor tissue among women with metastases in axillary
lymph nodes were 80,0 mg/lg and 270,6 mg/1g/1h re-
spectively and were higher than in women with no
metastases to the lymph nodes. Mean GABA value in this

0d

cji miedzy GABA a GAD w guzach o $rednicy nieprze-
kraczajacej 2 cm (Tabela VI).

Przerzuty raka piersi do regionalnych w¢ztow chlon-
nych rozpoznano u 17 (31%) sposrdd 54 objetych bada-
niem chorych. Ze wzgledu na duze odchylenia rozktadow
od rozktadu normalnego poréwnanie §rednich wartosci,
odchylen standardowych oraz median warto$ci GABA
i GAD okreslono za pomoca testu Manna — Whitney’a.

Okazalo sie, ze srednie wartosci GABA i GAD
w tkance guza wsrdd kobiet, u ktorych rozpoznano prze-
rzuty w weztach pachowych wynosity odpowiednio 80,0
mg/lg i 270,6 mg/lg/1h i byly wyzsze anizeli wsrod
kobiet bez przerzutow w weztach. Srednia warto$é

Tab. III. Correlations between
GABA content and GAD activity in | Hormonal status CugE () - S0 (i 1) -
macroscopically unchanged breast mean £ SD median mean £ SD median
i h f exa-
2?;‘;3 a;:m;rm"”al state of exa- | 1 remenopausal 33,4424.9 274 1374+ 114,8 101,4
postmenopausal 25,5+179 22,6 104,6 £ 61,3 104,9
p=0,1104 p=0,5883
Tab. III. Zalezno$¢ pomiedzy war-
toéciami GABA i GAD w tkance Status hormonalny GABA (pg/lg) GAD (ug/lg/1h)
makroskopowo niezmienionej a srednia + SD mediana srednia + SD mediana
tat h L badanych
ioabiiiem ormonatnym bacanye przedmenopauzalny 33,4+249 27,4 137,4+114,8 101,4
pomenopauzalny 255+17,9 22,6 104,6 £ 61,3 1049
p=0,1104 p=0,5883
Tab. IV. Correlations between Breast cancer Hssue
GABA content and GAD activity in
cancer tissue and tumor extent (T) | ngnbter of | GABA (pg/1g) GAD (ug/1g/1h)
atients
parameter ?N) mean = SD median mean = SD median
Tl 7 73,1 +61,0 45,9 240,9 + 98,6 230,9
T2 39 54,5+29,5 45,4 232,2+135,8 214,7
T3+T4 8 60,2 + 60,2 40,2 308,3 £ 163,9 2964
p=0,7771 p=0,3411
Tab. IV. Zaleznos¢ Sredniej zawar-
tosci GABA i aktywnosci GAD w : UL o WO O
tkance nowotworowej od wielkosci Liczba GABA (ng/lg) GAD (ng/lg/1h)
guza (T) Cecha T chorych . . . )
(N) $rednia + SD mediana $rednia + SD mediana
T1 7 73,1 +£61,0 459 240,9 + 98,6 230,9
T2 39 54,5 +29,5 454 2322 +£135,8 214,7
T3+T4 8 60,2 + 60,2 40,2 308,3 +£163,9 296,4
p=0,7771 p=0,3411
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group was 47,5 mg/lg, while GAD 232,7 mg/lg/1h.
However, only difference for GABA was statistically
significant (p < 0,05) (Table VII).

However, no significant differences between GABA
and GAD values in macroscopically unchanged breast
tissue and absence or presence of breast cancer metastases
to axillary lymph nodes were found (Table VIII).

A. KURYLCIO, M. MAZURKIEWICZ, W. P. POLKOWSKI

GABA wynosita, u nich 47,5 mg/1g, a GAD 232,7 mg/
1g/1h. Nie mniej jednak tylko dla GABA réznica oka-
zalta si¢ istotna statystycznie (p < 0,05) (Tabela VII).

Natomiast nie wykazano, aby wartosci GABA i GAD
w tkance makroskopowo niezmienionej r6znity si¢ istot-
nie w zaleznosci od braku badZ obecnosci przerzutow
raka piersi w weztach pachowych (Tabela VIII).

Tab. V. Correlations be,tv,veen GABA Macroscopically unchanged breast tissue

content and GAD activity macro-

scopically unchanged breast tissu- e Number of | GABA (ng/lg) GAD (ung/lg/1h)

es and tumor extent (T) P patients (N) | mean + SD median mean + SD median
T1 7 36,2+ 18,3 29,0 156,4 £+ 65,5 132,2
™ 39 26,0 £ 18,9 232 109,9 +92.4 97,9
T3+T4 8 31,2+29,6 21,0 107,4 £25.8 105,4

p=0,1944 p=0,0855

Tab. V. Zaleznos¢ Sredniej zawar- ] .

tosci GABA i aktywnosci GAD w Tkanka makroskopowo niezmieniona

tkance makroskopowo niezmienio- Cecha T Liczba GABA (ug/lg) GAD (ng/1g/1h)

nej od wielkosci guza (T) chorych (N) | ¢rednia + SD mediana $rednia + SD mediana
Tl 7 36,2 + 183 29,0 156,4 + 65,5 132,2
T2 39 26,0+ 18,9 232 109,9 £92.4 97,9
T3+T4 8 31,2+29.6 21,0 107,4 +25.8 105,4

p=0,1944 p = 0,0855

Tab. VI. Correlations between

GABA content and GAD activity in Number | Correlation coefficient (r)/ p value (p)

examined tissue and tumor extent | T parameter |of

m patients | Cancer tissue Macroscopically unchanged tissue
T1 7 r=0,04/p=0,9394 r=0,32/p=0,48
T2 39 r=0,65/p<0,05 r=0,48/p<0,05
T3 + T4 8 r=0,83/p<0,05 r=0,81/p<0,05

Tab. VI. Korelacja miedzy zawar-

toscia GABA a aktywnoscia GAD w Liczba Wspolczynnik korelacji (r)/ prawdopodobienstwo (p)

badanych tkankach w zaleznosci Cecha T chorvch Tkank Krosk

od wielkosci guza (T) o Tkanka nowotworowa anka maxroskopowo

niezmieniona

Tl 7 r=0,04/p=0,9394 r=0,32/p=0,48
T2 39 r=0,65/p<0,05 r=0,48/p<0,05
T3 + T4 8 r=0,83/p<0,05 r=0,81/p<0,05
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DISCUSSION

Gammaaminobutyric acid (GABA) is produced mainly
through decarboxylation of glutamic acid by glutamic
acid decarboxylase (GAD) and is major inhibitory neu-
rotransmitter in central and peripheral nervous system.
The highest GABA concentration was found in brain [19,

DYSKUSJA

Kwas gamma-aminomastowy (GABA), powstajacy gtow-
nie w wyniku dekarboksylacji kwasu glutaminowego pod
wpltywem jego dekakarboksylazy (GAD) jest gtdwnym
neuroprzekaznikiem o dzialaniu hamujacym w osrodko-
wym i obwodowym uktadzie nerwowym. Najwigksze

Tab. VII. The comparison of GABA

Breast cancer tissue

content and GAD activity in can-

cer tissue in relation to presence GABA (ung/lg) GAD (ng/1g/1h)

or absence of metastases in local | Local lymph nodes

lymph nodes mean + SD median mean + SD median
No metastases N=37 47,5£26,9 43,7 232,7+130,6 229,0
Noases present1g0,0+.52,7 68,5 2706+ 1488|2716
Comparison p <0,05 p=0,3375

N - number of patients

Tab. V'II. Poréwpa'm'e zawartosci Ty S —

GABA i aktywnosci GAD w tkance

nowotworowe] w zalezposc1 od Stan wezlow GABA (ng/lg) GAD (ng/1g/1h)

stanu regionalnych weztéw chton- ht h

nych LLONOYE $rednia £ SD mediana $rednia = SD | mediana
Brak przerzutow N=37 47,5+26,9 43,7 232,7+130,6 229,0
gzelc;‘e Preerauly | 80,0 +52,7 68,5 270,6+148,8 | 271,6
Poréwnanie p <0,05 p=0,3375

N- liczba chorych

Tab. VIII. The comparison of GABA

Ma
content and GAD activity in ma-

croscopically unchanged breast tissue

croscopically unchanged breast GABA (ug/lg) GAD (ng/1g/1h)
tissue in relation to presence or |[ ocal lymph nodes
absence of metastases in local mean + SD median mean + SD median
lymph nodes
No metastases N=37 28,0 £20,5 23,2 117,8 £ 94,5 99,7
Present metastases | yg 44213 255 110.6+538  |10638
N=17
Comparison p=0,9258 p=0,6348

N — number of patients

Tab. VIII. Poréwnanie zawartosci
GABA i aktywnos$ci GAD w tkance

Tkanka makroskopowo niezmieniona

pirorens sl s |y ety | OABAGB1 Gy

weztow chtonnych Gkt érednia + SD mediana érednia+SD | mediana
Brak przerzutoéw N=37 28,0 £ 20,5 23,2 117,8 £ 94,5 99,7
gfi‘;”e PrZerzuty | 5844213 25,5 110,6+538 | 10638
Porownanie p=0,9258 p=0,6348

N —liczba chorych
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20]. Apart from nervous system, GABA and its recep-
tors were found in gall bladder, urine bladder, heart
muscle, blood vessels, lungs, liver, kidneys, sympathetic
ganglia, uterus, fallopian tube, ovaries, suprarenal glands,
thyroid gland, pancreas and intestines [13, 29, 35, 36, 37,
38]. It is assumed that GABAergic system in the above
organs takes part in muscle tone regulation and influences
hormonal turnover [39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46].

There are more and more reports on connections
between GABAergic system and many types of cancer
development including: breast, liver, ovary, colon and
rectum, brain, cervical and endometrial cancers [28, 47].
Moreover, it was shown that concentration of GABA and
its receptor in cancer tissue is significantly increased in
comparison to healthy tissues, from which the cancer
derived [48].

The role of GABAergic system in breast tissue is
special, because it seems to regulate cell proliferation
through regulation of hormonal turnover, and due to that
it takes part in breast cancer development and growth.
The presence of GABA and GAD was found in normal
tissue and both benign and malignant breast tumors in
women [45]. GABA content and GAD activity in cancer
tissue were significantly higher in comparison to benign
tumors and normal breast tissue [32].

The performed tests in the examined group of 54
women surgically treated for breast cancer confirmed
presence of GABA and GAD in both tumor tissues and
macroscopically unchanged breast tissues. Mean GABA
concentration in those tissues were 57,7 ¢g/1g and 28,1
€g/1g respectively, while GAD activity 244,6 ¢g/1g/1h
and 115,6 &g/lg/1h respectively. We also found that
GABA concentration and GAD activity in cancer tissues
were significantly higher (p < 0,05) in comparison to
normal breast tissue. Increased GABA concentration in
tumor, in comparison to surrounding tissue, were de-
scribed also by Badyopadhyay et al. in breast, rectal,
ovary, cervical and uterine cancers [48]. Our results
shown statistically significant, positive correlation be-
tween GABA concentration and GAD activity in both
cancer and normal breast tissue. Correlation coefficient
between GABA and GAD in examined tissues were r =
0,58 (p < 0.05) and r = 0,51 (p < 0,05) respectively.

The presence of GABA in cancer tissue and macro-
scopically unchanged breast tissue accompanied by high
GAD activity, a key enzyme in GABA synthesis, proves
that GABA is not only a substrate in metabolism but is
synthesized directly in examined tissues. It is not possi-
ble to determine whether increase in GABA concentra-
tion in tumor tissue in comparison to normal breast tis-
sue is caused by hypoxia, which is often present in cancer
tissue. Hypoxia influences oxygen-dependent GABA-
transaminase (GABA-T) activity, which is responsible for
GABA degradation [44].
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jego ilosci stwierdzono w mézgu [19, 20]. Poza uktadem
nerwowym obecno$¢ GABA 1 jego receptorow potwier-
dzono m.in. w: pgcherzyku zétciowym, pecherzu moczo-
wym, sercu, naczyniach krwiono$nych, ptucach, watro-
bie, nerkach, zwojach wspoétczulnych, macicy, jajowo-
dzie, jajnikach, nadnerczach, tarczycy, trzustce i jelicie
[13, 29, 35, 36, 37, 38]. Przyjmuje si¢, ze uktad GABA-
ergiczny w tych narzadach bierze udzial w regulacji
napigcia migéniowego i wptywa na gospodarke hormo-
nalna [39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46].

Coraz liczniej w literaturze pojawiaja si¢ doniesienia
na temat powiazania uktadu GABA-ergicznego z rozwo-
jem wielu nowotworé6w w tym: piersi, watroby, jajnika,
jelita grubego i odbytnicy, mézgu, szyjki macicy i endo-
metrium [28, 47]. Co wigcej wykazano, ze poziom
GABA 1 jego receptoréw w tkance nowotworowej jest
istotnie podwyzszony w poréwnaniu z tkankami prawi-
dtowymi, z ktorych si¢ one wywodza [48].

Szczegblng role uklad GABA-ergiczny odgrywa
w tkance gruczotu piersiowego, gdzie jak si¢ wydaje po-
przez wptyw na gospodarke hormonalna petni istotna rolg
w regulacji proliferacji komorkowej, a tym samym
w powstawaniu i rozwoju raka piersi. Obecno$s¢ GABA
i GAD stwierdzono zaréwno w tkance prawidtowej jak
i w zmianach tagodnych i zlosliwych gruczotu piersio-
wego kobiet [45]. Przy czym zawarto$s¢ GABA 1 aktyw-
no$¢ GAD w tkance nowotworowej okazaly sig istotnie
wyzsze W porownaniu zaré6wno ze zmianami fagodnymi
jak i1 prawidtowa tkanka gruczotu piersiowego [32].

Przeprowadzone badania w grupie 54 chorych leczo-
nych operacyjnie z powodu raka gruczotu piersiowego
potwierdzity obecno$é GABA i aktywno$¢ GAD zardw-
no w guzie jak i w makroskopowo niezmienionej tkance
gruczohu piersiowego. Srednia zawartos¢ GABA w ba-
danych tkankach wynosita odpowiednio 57,7 ug/1gi 28,1
ug/lg, a srednia aktywno$¢ GAD 244,6 pug/1g/1hi 115,6
ug/1g/1h. Stwierdzono réwniez, ze zardwno zawartosc¢
GABA jak i aktywno$¢ GAD w komorkach raka byty
istotnie wyzsze (p < 0,05) w poréwnaniu z prawidtowa
tkanka gruczolu piersiowego. Podwyzszone warto$ci
GABA w guzie, w stosunku do otaczajacej go tkanki
prawidlowej, opisat takze Badyopadhyay i wsp. w rakach:
piersi, odbytnicy, jajnika, szyjki i trzonu macicy [48].
Wyniki badan wtasnych wykazaly wysoce istotna staty-
stycznie dodatnig korelacje pomiedzy zawartoscia GABA
a aktywnos$cia GAD zarowno w komoérkach raka jak
i tkance makroskopowo niezmienionej gruczotu piersio-
wego. Wspodlezynniki korelacji pomigdzy GABA a GAD
w badanych tkankach wynosity odpowiednio r = 0,58
(p <0.05ir=0,51 (p <0,05).

Stwierdzenie obecnosci GABA w tkance nowotwo-
rowej 1 makroskopowo niezmienionej gruczotu piersio-
wego, ktorej towarzyszy odpowiednio wysoka aktywnosé
GAD, kluczowego enzymu bioracego udziat w jego
syntezie, §wiadczy o tym, ze GABA jest syntetyzowany
bezposrednio w badanych tkankach, a nie pozostaje tyl-
ko substratem w przemianie materii. Nie mozna wyklu-
czy¢, ze wzrost stgzenia GABA w guzie w porownaniu
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Cancer cell hypoxia was found in experimental an-
imals [53]. Some authors demonstrated that a significant
group of cancer cells is in hypoxia state. Many observa-
tions confirm this phenomenon. Venous blood partial
pressure in tumors is usually lower than blood pressure
in normal tissues, what is confirmed by observation of
glycolysis in tumors [50]. In many cancer cases histolog-
ical features of necrosis were found. Moreover, pO, lev-
el measured with oxygen electrode was lower in tumors
than in normal tissues [51, 52], and in hypoxia sites in
tumor tissues small and inefficient (sinusoid) blood ves-
sels were found [61]. The rate and the number of hypoxic
cells are proportional to the size of the tumor. Conse-
quently, if the only reason of increased GABA concen-
tration in cancer tissue was tumor cells hypoxia, we
should expect positive correlation between GABA con-
centration, GAD activity and tumor size.

In contrast to other authors [44] our study did not
confirm any significant correlation between GABA con-
centration (p=0,78) and GAD activity (p = 0,34) and
breast tumor size (T). Similarly, in macroscopically
unchanged tissue obtained from tumor surroundings no
statistically significant correlation between GABA and
GAD values were found (p = 0,19 and p = 0,09 respec-
tively).

Interestingly, we demonstrated that tumor size deter-
mines presence or lack of correlation between GABA and
GAD. While we were looking for correlation between
GABA and GAD with reference to T parameter, we
calculated correlation coefficient in the following groups:
T1, T2 and T3 + T4. We did not observe any correlation
between GABA and GAD in small tumors (diameter less
than 2 cm). No correlation was found in macroscopical-
ly unchanged breast tissue surrounding the tumor.

Lack of correlation between GABA concentration and
GAD activity in these tumors can be caused by better
oxygenation of tissue. The phenomenon can be driven by
higher GABA-T activity in GABA metabolism. Indeed,
main GABA-degrading enzyme is active only in the
presence of oxygen [44]. In extensive tumors (T2, T3 +
T4), larger than 2 cm in diameter, GABA and GAD
values were correlated significantly. Correlation coeffi-
cients between GABA and GAD for T2 and T3+T4
tumors were r = 0,65 (p < 0,05) and r = 0,83 (p < 0,05)
respectively, while for the surrounding, normal breast
tissue r = 0,48 (p < 0,05) and r = 0,81 (p < 0,05) respec-
tively.
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z tkanka prawidtowa gruczotu piersiowego moze by¢
powodowany hipoksja, ktéra czgsto towarzyszy tkance
nowotworowej. Hipoksja wplywa na aktywnos$¢ dziata-
jacej w warunkach tlenowych transaminazy GABA-T,
odpowiedzialnej za rozktad GABA [44].

Hipoksje komoérek nowotworowych wykazano u zwie-
rzat eksperymentalnych przy uzyciu ré6znych metod [53].
Ustalono, ze czg¢§¢ komorek w guzach nowotworowych
zwierzat do$wiadczalnych znajduje si¢ w stanie hipok-
sji. Liczne spostrzezenia potwierdzaja to zjawisko. Ci-
$nienie parcjalne krwi zylnej w nowotworach jest zwy-
kle nizsze niz ci$nienie krwi w tkankach prawidtowych,
co potwierdza wystgpowanie procesu glikolizy beztleno-
wej w guzach [50]. W wielu guzach nowotworowych
stwierdzano histologicznie istnienie martwicy. Wykaza-
no réwniez, ze poziom pO, mierzony elektrodami tleno-
wymi jest nizszy w guzach niz w tkankach prawidtowych
[51, 52], a w obszarach hipoksji w nowotworach stwier-
dzono obecno$¢ rzadkich i niewydolnych (sinusolidal-
nych) naczyn krwionos$nych [61]. Wiadomo, ze stopiefn
i ilo$¢ niedotlenowanych komorek sa proporcjonalne do
wielko$ci guza nowotworowego. Zatem gdyby jedynym
powodem podwyzszonej zawartosci GABA w tkance
nowotworowej miata by¢ hipoksja komoérek nowotworo-
wych, mozna byloby oczekiwaé¢ dodatniej korelacji po-
migdzy zawarto$cia GABA i aktywnoscia GAD a wiel-
ko$cia guza nowotworowego.

W przeciwienstwie do innych autorow [44] badania
wlasne nie potwierdzily istotnej zalezno$ci wartosci
GABA (p=0,78) i GAD (p = 0,34) od wielkosci guza
piersi (T). Podobnie w tkance makroskopowo niezmie-
nionej pobranej z otoczenia guza zalezno$ci wartosci
GABA 1 GAD od wielko$ci guza nie byly istotne staty-
stycznie (p = 0,19 1 p = 0,09).

Natomiast okazalo si¢, ze wielko$¢ guza determinuje
obecnos¢ lub brak korelacji pomigdzy GABA i GAD.
W poszukiwaniu zaleznosci pomigdzy GABA a GAD
w odniesieniu do cechy T, obliczono wspotczynniki ko-
relacji w grupach: T1, T2 oraz T3 + T4. Stwierdzono brak
korelacji migdzy GABA a GAD w guzach malych
o $rednicy nie przekraczajacej 2 cm. Korelacji réwniez
nie stwierdzono w tkance makroskopowo niezmienione;j
otaczajacej te zmiany.

Brak korelacji migdzy zawartoscia GABA i aktywno-
$ciag GAD w tych guzach moze by¢ powodowany lepszym
ich utlenowaniem. Powodem moze by¢ wigkszy udziat
w metabolizmie GABA aminotranferazy aminomaslano-
wej (GABA-T). Bowiem GABA-T, gtowny enzym roz-
ktadajacy GABA dziata w obecnosci tlenu [44]. Nato-
miast okazalo sig, ze w guzach wigkszych (T2, T3 + T4)
o $rednicy powyzej 2 cm. wartosci GABA 1 GAD byly
ze sobg istotnie skorelowane. Wspodtczynniki korelacji
migdzy GABA a GAD dla guzéw T2 i T3+T4 wynosity
odpowiednio r = 0,65 (p < 0,05) i r = 0,83 (p < 0,05),
a dla otaczajacej je tkanki makroskopowo niezmienione;j
r=0,48 (p < 0,05 ir=0,81(p <0,05).

Kolejna opisywana w literaturze przyczyna wzrostu
stezenia GABA w tkance nowotworowej jest aktywacja
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The other reason of GABA concentration increase in
cancer tissue described in literature is glutamic (stimu-
lating) system activation in hypoxia. It is broadly known,
that in dynamic equilibrium between both systems,
glutaminergic and GABAergic, the increase in stimulat-
ing amino acid lead to GABA concentration increase.
Hypoxia caused by tumor development, because of in-
creased stimulating amino acid biosynthesis, leads to
GABA concentration increase in cancer tissue [32, 44].
On the other hand, GABA concentration increase can be
caused by cell reaction for malignant processes and pro-
tect it from cancer development as Zhang et al. described
that in liver cancer GABA-ergic system is able to inhibit
cell proliferation rate [54].

While breast tumor is growing larger and larger its
malignancy, described as metastases formation in regional
lymph nodes, increases. In tumors in T1 and T2 groups
the probability of metastases formation in lymph nodes
is 30% and 50% respectively, while in larger tumors
(diameter more than 5 cm) (T3) it reaches up to 70% [55,
56].

In our study, regional lymph nodes metastases were
present in 17 cases (31%) from 54 examined women.

Interestingly, mean GABA and GAD values in tumor
tissue in women with axillary lymph nodes metastases
were 80,0 mg/lg and 270,6 mg/1g/1h respectively and
were higher than in women without metastases in lymph
nodes, where mean GABA and GAD values reached 47,5
mg/1lg and 232,7 mg/1g/1h respectively. The difference
was statistically significant only for GABA concentration
(p < 0,05).

It is a well known fact that neurotransmitters and
chemokines induce cancer cells migration to blood and
lymphatic vessels that promote dissemination of cancer
cell to chemokine and neurotransmitters producing sites,
especially to some selected internal organs. One of such
neurotransmitters, which play a key role in breast cancer
development, is norepinephrine. It was shown that it is
able to activate breast cancer cells and colon cancer cells.
Knowing that, we cannot eliminate the hypothesis, that
GABA concentration can be only one marker of metastas-
es development and, what is tightly connected, malignan-
cy rate of the tumor. High GABA concentrations can
correlate with poor prognosis. On the other hand, it was
proven that GABA is able to inhibit norepinephrine-in-
duced breast cancer and colon cancer cells migration [57,
58].

In the examined population age of patients ranged
from 37 to 85 years. Mean age was 59,7 years, while
median 58,0 years. More than 50% of patients consisted
of women between 41 and 50 or 71 and 80 years old.
GABA concentration in women before and after 50 years
old was almost identical and reached 58,9 mg/1g and 57,2
mg/1g respectively; while GAD activity was 213,8 mg/
1g/1h and 260,0 mg/1g/1h. Moreover, no such correla-
tion between GABA and GAD were fund in macroscop-
ically unchanged tissues.
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w niedotlenieniu uktadu glutaminergicznego (pobudzaja-
cego). Wiadomo, bowiem, ze przy istniejacej rOwnowa-
dze dynamicznej migdzy oboma uktadami, glutaminer-
gicznym i GABA-ergicznym, wzrostowi st¢zenia amino-
kwasoéw pobudzajacych towarzyszy wzrost stgzenia
GABA. Spowodowana rozwojem nowotworu hipoksja,
poprzez zwigkszona syntez¢ aminokwaséw pobudzaja-
cych prowadzi do zwigkszenia st¢zenia GABA w tkance
guza [32, 44]. Z drugiej za$ strony wzrost zawarto$ci
GABA moze by¢ reakcja komorki na proces nowotwo-
rowy i czynnikiem chroniagcym przed rozwojem nowo-
tworu, bowiem Zhang w badaniu na tkance raka watro-
by wykazat, ze poprzez uktad GABA - ergiczny docho-
dzi do hamowania proliferacji komorkowej [54].

Wraz ze zwigkszajaca si¢ wielkos$cia guza piersi
wzrasta jego zto§liwos¢ objawiajaca si¢ migdzy innymi
mozliwoscia wystapienia przerzutow nowotworowych w
regionalnych weztach chtonnych. Ocenia sig, ze w guzach
T1 i T2 prawdopodobienstwo przerzutdow do weztow
chtonnych wynosi odpowiednio 30% i 50%. Za$ dla
guzow o srednicy powyzej 5 cm (T3) wzrasta az do 70%.
[55, 56].

W przeprowadzonym badaniu obecno$¢ przerzutow
raka piersi do regionalnych weztéw chtonnych rozpozna-
no u 17 (31%) sposrod 54 objetych badaniem chorych.

Okazato sig, ze Srednie wartosci GABA i GAD
w badanej tkance guza w$rdd kobiet, u ktorych rozpozna-
no przerzuty w wezlach pachowych wynosity odpowied-
nio 80,0 mg/1g i 270,6 mg/1g/1h i byly wyzsze anizeli
wsrod kobiet bez przerzutow w weztach chtonnych, u
ktérych $rednie wartosci GABA wynosily 47,5 mg/lg, a
GAD 232,7 mg/1g/1h. Dla GABA, co nalezy podkresli¢
réznica okazala si¢ istotna statystycznie (p < 0,05).

Wiadomo, Ze neurotransmitery i chemokiny induku-
ja migracj¢ komorek nowotworu do naczyn krwionosnych
i chtonnych, co sprzyja rozsiewowi tych komorek do
miejsc tworzenia chemokin i neurotransmiterow, czgsto
do wyselekcjonowanych narzadéw. Jednym z neurotran-
smiterow, ktory odgrywa najwigksza role w rozwoju raka
piersi jest norepinefryna. Wykazano, ze aktywuje ona
migracje komorek raka piersi i jelita grubego. Nie moz-
na, zatem wykluczy¢, ze poziom GABA moze by¢ jed-
nym z wykladnikéw mozliwo$ci przerzutowania guza,
a co za tym idzie ztosliwosci nowotworu. Wysokie jego
warto§ci moga wiaza¢ si¢ z gorszym rokowaniem.
Z drugiej za$ strony udowodniono, ze GABA hamuje
wyidukowana norepinefryna migracje¢ komorek raka pier-
si i jelita grubego [57, 58].

W grupie chorych objetych badaniem, wiek wahat si¢
od 37 do 85 lat. Srednia wieku wynosita 59,7 lat,
a mediana 58,0 lat. Ponad potowg chorych stanowity ko-
biety pomigdzy 41 a 50 oraz 71 a 80 rokiem Zzycia.
Zawarto$¢ GABA, u kobiet przed i po 50 roku zycia byta
prawie identyczna i wynosita odpowiednio 58,9mg/1g
1 57,2 mg/1g natomiast aktywno$¢ GAD 213,8 mg/1g/1h
1260,0 mg/1g/1h. Réwniez nie stwierdzono takich zalez-
nos$ci dla warto$ci GABA i GAD w tkance makroskopo-
WO niezmienionej.
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Our study results confirmed observations of other
authors concerning dynamic equilibrium between GABA
content and GAD activity in both tumor and macroscop-
ically unchanged breast tissue. Correlation coefficient
between GABA and GAD in examined tissues were r =
0,58 (p < 0,05) and r = 0,51 (p < 0,05) respectively.

Although lot of research was performed on the topic,
the process of initiation and development of breast can-
cer is still unclear. Nowadays, many factors taking part
in development of breast cancer are known, but GABAer-
gic system influence on that issue seems extremely in-
teresting for us.

CONCLUSIONS

1. We confirmed significantly increased GABA concen-
tration and GAD activity in cancer tissue in compa-
rison to macroscopically unchanged breast tissue.

2. We found correlation between GABA concentration
and GAD activity and axillary lymph nodes involve-
ment. GABA concentration in tumor tissue in patients
with metastases was significantly higher than in pa-
tients without metastases.

Wyniki badan wlasnych potwierdzity doniesienia
innych autoréw dotyczace istnienia dynamicznej réwno-
wagi pomiedzy zawarto$cia GABA a aktywnos$cia GAD
zaro6wno w guzie jak i tkance makroskopowo niezmie-
nionej gruczolu piersiowego. Wspotczynniki korelacji
miedzy GABA a GAD w badanych tkankach wynosity
odpowiednio r = 0,58 (p < 0,05) i r = 0,51 (p < 0,05).

Mimo dotychczasowych badan, nadal niejasny jest
proces inicjacji i rozwoju procesu nowotworowego.
Wisrod wielu poznanych czynnikéw majacych wptyw na
powstawanie i rozwdj raka piersi niezmiernie interesu-
jaca wydaje si¢ rola uktadu GABA-ergicznego [44].

WNIOSKI

1. Potwierdzono istotnie wyzsza zawarto§¢ GABA i ak-
tywnos¢ GAD w tkance nowotworowej w poréwna-
niu z makroskopowo niezmieniona tkanka gruczotu
piersiowego.

2. Stwierdzono korelacj¢ pomigdzy zawartoscia GABA
i aktywno$cia GAD a stanem pachowych weztow
chlonnych. Zawartos§¢ GABA w tkance guza wsrod
chorych z przerzutami w weztach chtonnych byta
istotnie wyzsza anizeli wérod chorych bez przerzutow.
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