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Abstract

Amag¢: Caligmamizda larinks skuaméz hiicreli karsinomunda yas,
cinsiyet ve prognostik 6nemi bilinen tiimor lokalizasyonu, timér
boyutu, diferansiyasyon derecesi, kikirdak invazyonu, lenf nodu
metastazi ve metastatik lenf nodunda ekstrakapsiiler yayihm ile
cesitli timdrlerde prognostik 6nemi gosterilmis bir timdr supresér
gen olan p53 ve antimetastatik bir gen olan nm23
immiinreaksiyonunun iligkilerinin aragtirilmasi amaglandi.

Gerec ve Yontemler: Total larinjektomi, radikal boyun disseksiyonu
uygulanmig 101 skuaméz hiicreli karsinom olgusu ¢alisma gru-
bumuzu olusturdu. Timorlerin, formalin ile fikse edilerek hazir-
lanan parafin bloklarindan hazirlanan kesitlerine immiinhisto-
kimyasal olarak p53 (Ab-5, DO-7) ve nm23 (Ab-1) ¢alisildi.
Sonuglar semikantitatif olarak degerlendirildi. Sonuglarin, tii-
mor lokalizasyonu, boyutu, diferansiyasyon derecesi, kikirdak
invazyonu, lenf nodu metastazi ve metastatik lenf nodunda
ekstrakapsiiler yayilim ile iliskisi arastirildi.

Bulgular: Olgularm %46.5’inde p53 ile boyanma izlenmezken,
%]13’linde (+), %27.7’sinde (++), %12.8’inde (+++) immiin-
reaksiyon saptandi. nm23 ile %23.8 olguda immiinreaksiyon go-
rilmedi. Olgularin = %17.5’inde  (+), %27.3%linde (++),
%31.4’inde (+++) immiinreaksiyon saptandi.

Sonug: Calismaya alinan prognostik parametreler ile p53 mutasyonu
ve nm23 immiinreaksiyonunun belirgin bir iliskisi saptanmadi.
p53 mutasyonu ve nm23 immiinreaksiyonunun larinks skuamoz
hiicreli karsinomunda prognostik parametrelerle dogrudan iligki-
li olmadig1 diistiniildii.

Anahtar Kelimeler: Laringeal skuamoz hiicreli karsinom,
nm23, p53
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Objective: The association between age and gender of patients and
histological prognostic parameters such as tumor localization,
dimension, differentiation, cartilage invasion, lymph node
metastasis, extracapsular extension in metastatic lymph nodes in
laryngeal squamous cell carcinoma, as well as p53 and nm23
expression was evaluated.

Material and Methods: One hundred and one squamous cell
carcinoma cases, in whom total laryngectomy and radical
cervical lymph node dissection had been performed, constituted
our patient pool. p53 (Ab-5, DO-7) and nm23 (Ab-1) were
immunohistochemically examined on tumor slides. The results
were evaluated semiquantatively. Association between these
results and tumor localization, dimension, differentiation,
cartilage invasion, lymph node metastasis, and extracapsular
extension in metastatic lymph nodes was determined.

Results: There was no staining in 46.5% of the cases for p53. In 13%,
(+) staining, in 27.7% (++), and in 12.8% (+++) staining was
noted. In 23.8% of the cases, positive staining could not be
observed for nm23. There was (+) staining in 17.5%, (++) in
27.3% and (+++) in 31.4% of the cases for mm23.

Conclusion: There was no association between the reviewed
histological prognostic parameters and immunohistochemically-
verifiable p53 mutation or nm23 expression. Therefore, we
suggest that p53 mutation and nm23 expression are not directly
associated with heretofore commonly accepted prognostic
parameters in laryngeal squamous cell carcinoma.

Key Words: Squamous cell, carcinoma,
nucleoside diphosphate kinase A (nm23), genes,
p53, laryngeal neoplasms

kuaméz hiicreli karsinom larinksin en sik
goriilen malign timoriidiir.' Bu tiimorler
klinik semptomlari, postoperatif komplikas-
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yonlar ile dramatik sonuglar dogurabilmektedir.
Bu nedenle tedavi beklentisinin arttirilabilmesi i¢in
prognostik belirleyicilerin ortaya konulmasi olduk-
¢a 6nemlidir.

Wild tip p53, hiicre dongiisiinii kontrol eden,
hasarli DNA’ya sahip hiicrelerde apoptozise giden
yolu aktive eden bir anti-onkogen olarak bilinir.
p53 geninin ugradigi mutasyonlarmm c¢ogu hiicre
siklusunda yar1 dmriin uzamasi ile kendini gosterir
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ve bu mutasyonlar immiinhistokimyasal olarak
saptanabilir.”> p53 mutasyonu cesitli kanserlerde
oldugu gibi larinks skuaméz hiicreli karsinomunda
da en sik gorilen genetik  degisikliktir.
Assimakopoulos ve ark. p53 mutasyonunun larinks
skuamdz hiicreli karsinomunda erken donemde
ortaya ciktifini, p53’iin tiimoriin progresyonu ile
ilgili olmadigin1 ve prognostik bir belirleyici olma-
digim1 belirtmistir.® Pai ve Narayana da ¢alismala-
rinda bu yonde sonuglar rapor etmistir.*> p53’iin
laringeal skuamdz hiicreli karsinomda prognostik
etkisi oldugunu savunan ¢alismalar da vardir. Buna
gore Hirvikoski ve ark., p53 overekspresyonun,
Chomchai ve ark. ise mutasyonunun sag kalima iyi
yonde etki ettigini belirtmistir.*” Bradford ise p53
mutasyonunun ileri dénem larinks karsinomlarinda
sag kalimi azalttigimni rapor etmistir.®

nm23, malign melanoma ve meme kanserinde,
metastatik progresyonun potansiyel bir inhibitorii
oldugu gosterilen, 17. kromozomda yerlesen anti-
metastatik bir gendir. nm23 immiinreaksiyonunun
bazi kanserlerde invazyon ile baglantili oldugu
gosterilmistir.” Giindiiz ve ark. ¢alismalarinda
larinks skuamoz hiicreli karsinomunda yiiksek
diizeyde nm23 ekspresyonu olan olgularda metas-
taz ve rekiirrensin daha az goriildiigiinii bildirmis-
tir."

Calismamizda larinks skuamoz hiicreli karsi-
nomunda p53 mutasyonu ve nm23 immiinreaksi-
yonunun arastirilmasi, bunlarin diger prognostik
parametrelerle iligskisinin olup olmadigmin goste-
rilmesi amaglanmustir.

Gerec ve Yontemler

Ocak 2000-Temmuz 2004 tarihleri arasinda
hastanemizde total larinjektomi ve radikal boyun
disseksiyonu yapilarak skuaméz hiicreli karsinom
tanist alan 101 olgu c¢alismaya dahil edildi. Olgu-
lar; cinsiyet, yas, tiimor lokalizasyonu, tiimor bo-
yutu, diferansiyasyon  derecesi, kikirdak
invazyonu, lenf nodu metastazi, metastatik lenf
nodunda ekstrakapsiiler yayilimin varligr agisindan
degerlendirildi. Tiimor lokalizasyonu supraglottik,
glottik, subglottik ve transglottik olarak siniflandi-
rildi. Timdr boyutu < 3 cm ve > 3 cm seklinde,
diferansiyasyon derecesi iyi, orta derecede ve az
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diferansiye olarak siniflandirilarak degerlendirildi.
Immiinhistokimyasal c¢alisma igin tiimoriin en
invaziv alaninin izlendigi blok sec¢ildi ve 5 um
kalinliginda kesitler alindi. Deparafinizasyon son-
rasinda streptavidin-biotin yontemi ile immiin-
histokimyasal ¢alisma yapildi. p53 i¢in Ab-5, klon
DO-7, fare monoklonal antikor (Neomarkers),
nm23 icin NDP Kinaz Ab-1, tavsan poliklonal
antikor (Neomarkers) kullanildi. Pozitif kontrol
olarak p53 i¢in memenin infiltratif duktal
karsinomu, nm23 i¢in kolon adenokarsinomu kul-
lanildi.  Sonuglar 151k mikroskobunda (Nikon,
optiphot-2) iki arastirmaci tarafindan degerlendi-
rildi. Timor hiicrelerinde p53 ile niikleer, nm23 ile
sitoplazmik boyanma dikkate alindi. Semikantitatif
olarak skorlama yapildi. Tiim kesit yiizeyi tarana-
rak timor hiicrelerinde ortalama %3’ten fazla bo-
yanma olmasi pozitif olarak kabul edildi. Timor
hiicrelerinde boyanma 9%3-10 arasinda ise (+),
%10-50 arasinda ise (++), %50’den fazla ise (+++)
olarak degerlendirildi.

pS53 ve nm23 pozitivitesinin, olgularin yas,
cinsiyet, timoér lokalizasyonu, tiimor boyutu,
diferansiyasyon derecesi, kikirdak invazyonu, lenf
nodu metastazi, metastatik lenf nodunda
ekstrakapsiiler yayilim varligi ile iliskisi istatistik-
sel olarak arastirildi. Istatistiksel calismada
“Student’s T test”, Pearson y testi, lojistik regres-
yon testi ve “Fisher’s exact test” kullanildu.

Bulgular

Olgulari 7 (%6.9)’si kadin, 94 (%93.1)’1 er-
kek idi. Yaslar1 26-75 (ortalama 55.6) arasinda
degismekteydi. Timor lokalizasyonu 22 olguda
(%21.8) supraglottik, 26 olguda (%25.7) glottik, 2
olguda (%2) subglottik, 51 olguda (%50.5)
transglottik olarak belirlendi. Tiimor boyutu olgu-
larin 44 (%43.5)tinde 3 cm veya daha kiiciik, 57
(%56.4)’sinde 3 cm’den biiyiik idi.

Tiimérlerin %12.9 (13 olgu)’u az diferansiye,
%49.5 (50 olgu)’i, orta derecede, %37.6 (38 ol-
gu)’st iyi diferansiye idi. Olgularin 52
(%51.5)’sinde kikirdak invazyonu mevcuttu. Lenf
nodu metastazi olgularin %35.6 (36 olgu)’sinda
vardi ve metastatik lenf nodu sayisi 1 ile 16 arasmn-
da degismekteydi. Metastatik lenf nodu olan 36
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olgunun 3’iinde tiimoriin ekstrakapsiiler yayilimi
izleniyordu.

Immiinhistokimyasal olarak olgularin
%53.5’inde p53 ile, %76.2’sinde nm23 ile
pozitivite izlendi (Resim 1-4).

Yapilan istatistiksel calismalarda p53 ve nm23
pozitif ve negatif olgular arasinda arastirilan para-
metreler agisindan istatistiksel olarak anlamli fark
izlenmedi. Ancak p53 ve nm23 pozitivitesi (+) ve
(-) olarak iki grup seklinde ele alindiginda, nm23
(+) ve (-) gruplarda, tiimér diferansiyasyonu agi-
sindan anlaml bir dagilim farki saptandi (p: 0.02).
Buna gore az diferansiye tiimorlerde, orta ve iyi
diferansiye tiimorlere gore daha az nm23
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Resim 1. (++) p53 immiinboyanmas1 (x200, THK).

Resim 3. (++) nm23 immiinreaksiyonu (x200, THK).
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immiinpozitivitesi mevcuttur. Diger prognostik
parametrelerden herhangi birinin p53 veya nm23
ile istatistiksel acidan anlamli bir iligkisi buluna-
madi (Tablo 1).

Tartisma

Laringeal mukozada epitelyal hiperplastik lez-
yonlardan kanser gelisimi sirasinda hiicrelerde
cesitli genetik degisiklikler olur. Laringeal kanser-
de de pek ¢ok tiimorde oldugu gibi en sik goriilen
genetik degisiklik p53 mutasyonudur. p53 mutas-
yonu noninvaziv lezyonlarda ortaya c¢ikar ve
invaziv karsinomlarda siklig1 giderek artar. p53°iin
asil rolii hiicrenin DNA hasar1 olusturan streslere,
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Resim 4. (+++) nm23 immiinreaksiyonu (x200, THK).
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Tablo 1. p53 ile nm23 boyanma sonuglari ile prognostik parametrelerin karsilastirilmasi.
p53 nm23
(&) ) _ (&) ()
n % n % p n % n % p
- Erkek 52 55.3 42 44.7 71 75.5 23 24.5
Cinsiyet Kadin 2 28.6 5 714 OB 6 85.7 1 143 10
Supraglottik 12 54.5 10 45.5 16 72.7 6 273
. Glottik 15 57.7 11 423 16 61.5 10 38.5
Lokalizasyon infraglottik 1 50.0 1 s00 093 1 50.0 1 s00 022
Transglottik 26 51.8 25 48.2 44 86.3 7 13.7
Tyi 20 52.6 18 474 30 78.9 8 21.1
Diferansiyasyon Orta 27 54.0 23 46.0 0.99 41 82.0 9 18.0 0.02
Az 7 53.8 6 46.2 6 46.2 7 53.8
. <3 cm 22 50.0 22 50.0 31 70.5 13 29.5
Tamor boyutu >3em 32 561 25 439 %% 46 807 11 193 0%
(+) Eks (©) 1 333 2 667  0.80 2 66.7 1 333 042
Lenf nodu metastazi Eks (-) 16 48.4 17 51.6 25 75.7 8 14.3
(-) 37 56.9 28 43.1 0.35 48 73.8 17 26.2 0.45
. ) 29 55.8 23 442 40 76.9 12 23.1
Kikirdak invazyonu 1) 25 510 24 490 0.63 37 755 12 245 0.87
(n:101) ort SD ort SD p ort SD ort SD p
Yas (n: 81) 55.7 9.6 55.6 10.9 0.34 55.0 9.6 57.6 11.7 0.39

Eks: Ekstrakapsiiler yayilim, SD: Standart sapma.

apoptozis veya hiicre boliinmesi gibi yanitlar ver-
mesini saglamaktir."' Mutasyonu halinde DNA
hasar1 olup da apoptozise gidemeyen hiicrelerde
yar1 dmiirde uzama olur. Sonug tiiméral gelisimdir.
Larinks skuaméz hiicreli karsinomunda p53
immiinreaksiyonunun %>51-80 arasinda degisen
oranlarda saptandigi belirtilmektedir ve p53’iin
malign transformasyonun erken donemlerinde
larinks skuamdéz hiicreli karsinomu olusumunda
etkili  oldugu  bildirilmistir.  Ancak  p53
immiinreaksiyonunun lenf nodu metastazi, sag
kalim, timor rekiirrensi veya prognoz ile iligkisi
net degildir.>'*"

Brennan ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada, cerrahi
smirlar1 histolojik olarak tiimdrsiiz olarak izlenen
ancak rekiirrens gelisen olgularda, mukozada yiik-
sek p53 immiinreaksiyonu oldugunu gostermisgler-
dir."®

Calismamizda olgularin %53.5’inde p53 ile
pozitivite izlendi. Sonuglarimiz, larinks skuaméz
hiicreli karsinomunda daha 6nce yapilan bazi ca-
ligmalarin pozitivite oranlar1 ile benzerlik goster-
mektedir. Ancak p53 pozitivitesinin varligi ve
bunun derecesinin ¢alisilan prognostik faktorlerden
higbirisi ile istatistiksel agidan anlaml iligkisi sap-
tanmadi. Transglottik yerlesimli, > 3cm boyuta
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sahip, az diferansiye, lenf nodu metastaz1 veya
kikirdak invazyonu olan tiimérlerden bazilarinda
pS53 (-) saptanirken, glottik ya da supraglottik yer-
lesimli, < 3 cm boyuta sahip, iyi diferansiye, lenf
nodu metastazi veya kikirdak invazyonu izlenme-
yen tiimorlerin bazilarinda (++) ya da (+++) p53
pozitivitesi saptandi. Yiiz bir olgunun 7 (%6.9)’si
kadindi. Kadin olgularin %28.6’sinda, erkek olgu-
larin %55.3’linde p53 pozitivitesi saptanmustir.
Kadin ve erkek olgularda p53 pozitivitesi a¢isindan
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir (p:
0.17).

Olgularimizda displastik laringeal epitelde de
p53 ile pozitivite olmasi ve bu pozitivitenin timor
hiicrelerinde de devam etmesi, p53 mutasyonunun,
larinks skuamdéz hiicreli karsinomu karsinogene-
zinde roli oldugunu disiindirebilir. Ancak
prognostik parametreler ile iliskili olmadig1 goz
Oniine alinirsa hastalarin sag kalimina direkt etkisi
olmayacagi 6ngoriilebilir. Benzer sekilde Nadal ve
ark. calismalarinda p53 immiinreaksiyonunun,
evre, diferansiyasyon derecesi veya prognoz ile
iligkili ~ olmadigini, bu  immiinreaksiyonun
prekanser6z lezyonlarda da goriildiiglini belirtmis-
lerdir."” Calismamizda elde ettigimiz sonuglar da
p53’tin larinks skuaméz hiicreli karsinomunda
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karsinogenezde rolii oldugunu, ancak prognostik
parametreler ile direkt iligkili olmadigimi destekler
niteliktedir. Dolcetti ve ark., ¢alismalarinda primer
tiimor ve bu tiimoriin lenf nodu metastazi arasinda
pS53 immiinreaksiyonu agisindan benzerlik saptan-
digin1 rapor etmislerdir. Bu bulgularla p53 gen
degisikliklerinin tiimoriin baslangi¢ dénemlerinde
etkili oldugu, neoplastik transformasyonun ileri
donemlerinde rol almadig sonucuna varilabilecegi
belirtilmektedir.'®

nm23 geni, 17. kromozomda yerlesen, meme
kanseri ve malign melanom gibi bazi tlimorlerde
metastatik potansiyeli inhibe ettigi gdsterilen
antimetastatik  bir gendir. Bazi tiimérlerde
(kolorektal karsinom, tiroid kanserleri) yapilan
calismalarda ise metastaz ile iliskili oldugu ya da
olmadig1 yoniinde yayinlar mevcuttur.'”** Giindiiz
ve ark. calismalarinda larinks skuamdz hiicreli
karsinomunda nm23 immiinreaksiyonun metastaz
ile iliskisini arastirmislar, istatistiksel olarak an-
lamli olmasa da metastatik tiimorlerde nm23
immiinreaksiyonunun metastaz olmayan olgulara
gore daha diisiik oranda oldugunu belirtmislerdir."’
Metastatik lenf noduna yapilan immiinhistokim-
yasal caligmada da nm23 pozitivitesinin diisiik
bulundugunu saptamis, bdylece metastaz yapan
hiicrelerin nm23°’1i az eksprese eden hiicreler oldu-
gu yorumunu yapmislar, ayrica az diferansiye tii-
morlerde nm23 immiinreaksiyonunun iyi ve orta
derecede diferansiye tiimorlere gore daha az oldu-
gunu belirtmislerdir.'” Sikorska ve ark. larinks
skuaméz hiicreli karsinomunda nm23 eksprese
eden olgularda sag kalimin eksprese etmeyenler-
den daha fazla oldugunu rapor etmistir.*’

Calismamizda olgularin %76.2’sinde nm23 ile
pozitivite saptanmustir. Iyi ve orta derecede
diferansiye tiimorlerde, az diferansiye tiimorlere
gdre nm23 pozitivitesinin istatistiksel olarak an-
lamli derecede yiiksek oldugu belirlenmistir. An-
cak tiimor lokalizasyonu, boyutu, lenf nodu metas-
tazi, metastatik lenf nodunda ekstrakapsiiler yayi-
lim veya kikirdak invazyonu ile nm23
immiinreaksiyonu arasinda iliski bulunmamustir.
Ornegin birden fazla lenf nodu metastaz1 olan 15
olgudan 7 (+++)’sinde nm23 immiinreaksiyonu
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saptanirken, 101 olgudan lenf nodu metastaz ol-
mayan 17’sinde nm23 immiinreaksiyonu gozlen-
memistir.

Cinsiyete gore nm23 pozitivitesi ayri ayr1 de-
gerlendirildiginde, 7 kadin olgunun 6’sinda nm23
pozitivitesi saptanmustir (%85.7). Erkeklerde ise bu
oran %75.5’tir. nm23 pozitivitesi agisindan cinsi-
yetin istatistiksel olarak anlamli fark olusturmadigi
goriilmiistiir (p: 0.54). Ancak kadin olgularin azlig1
nedeniyle istatistiksel fark ortaya ¢ikmayabilir. Bu
konuda saglikli yorum yapabilmek i¢in daha genis
seriler gereklidir.

Sonugta p53°tn larinks skuaméz hiicreli
karsinomunun karsinogenezinde etkili oldugu an-
cak prognozda bugiine dek 6nemi belirlenmis pa-
rametrelerle direkt iligkili olmadig goriildii. nm23
immiinreaksiyonu ile tiimor diferansiyasyonu ara-
sindaki iligki literatiir bilgileri ile paralellik gos-
termekteydi. Ancak diger prognostik parametreler
ve Ozellikle de lenf nodu metastazi ile iliski sap-
tanmamas1 farkli faktorlerin de bu progeste rol
aliyor olabilecegini diisiindiirmiistiir.
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