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LARENKS KANSERİNDE ANJİOGENEZİN P53,  
HİSTOLOJİK DERECE VE NODAL METASTAZ İLE KORELASYONU 

CORRELATION OF ANGIOGENESIS TO P53,  
HISTOLOGICAL GRADE AND NODAL METASTASIS IN LARYNGEAL CANCER 
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ÖZET: Larenks skuamöz hücreli karsinomalı hastalarda mikro damar yoğunluğunun bölgesel lenf nodu metasta- 
zı, p53 ekspresyonu ve histolojik dereceye (grade) korelasyonunun değerlendirilmesi amaçlandı. 1997-1999 yıl- 
ları arasında hastanemizde opere olup halen takipte bulunan 27 larenks skuamöz hücreli karsinomlu hasta ça- 
lışmaya alındı. Parafın kesitler CD-31 ve p53 ile immünohistokimyasal olarak boyandı ve ışık mikroskobunda 
değerlendirildi. CD-31 ekspresyonu; p53 ekspresyonu (spearman's rho, p=0.877) ve histolojik derece (spear- 
man's rho, p=0.774) ile korele bulunmadı. CD-31 ekspresyonu bölgesel nodal metastaz riskiyle güçlü korelasyon  
gösterdi (spearman's rho, p=0.009), preoperatif palpasyonla nodal durumla birlikte değerlendirildiğinde ayırde 
dici idi (lojistik regresyon, CD-31 için ayırt edici değer = 27.3, p = 0.0334). CD-31 değerinin 27.3'ün üzerinde  
olduğu ve palpabl lenf nodu bulunan 12 hastanın 10'unda (83.33%) bölgesel lenf nodu metastazı gelişti. CD-31 
değerinin 27.3'ün altında olduğu ve palpabl lenf nodu bulunmayan 15 hastanın hiçbirinde (0.00%) bölgesel lenf  
nodu metastazı izlenmedi. CD-31 değerlen bölgesel lenf nodu metastazı riskiyle güçlü korelasyon göstermekte- 
dir. Mikrodamar yoğunluğunun düşük olduğu ve boyunda palpabl nod bulunmayan (No) olgularda selektif  
boyun diseksiyonuna alternatif tedavi metodlarının dikkate alınması gerektiği kanaatindeyiz- 
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SUMMARY: In  Our purpose was to determine the correlation of microvessel density to regional lymph node me- 
tastasis, p53 expression and histological grade in patients with squamous cell laryngeal carcinoma. 27 patients  
with laryngeal squamous cell carcinoma who were operated in our hospital in 1997-1999 period and are still on 
follow-up were included in this study. Paraffin-embedded sections were immunostained for CD-31 and p53 and  
were evaluated under light-microscope. CD-31 expression was correlated to neither p53 expression (spearman's  
rho, p=0.877) nor histological grade (Spearman's rho, p=0774). CD-31 expression was strongly correlated to  
regional lymph node metastasis risk (spearman's rho, p=0.009), and if taken together with the palpable lymph  
node status, 27.3 was the cut of value (logistic regression, p=0.0334). There were 12 patients with the CD-31  
values higher than 27.3 and had palpable lymph nodes, 10 of which had regional lymph node metastasis  
(83.33%). There were no regional lymph node metastasis in 15 patients who had CD-31 values lower than 27.3  
and who didn't have any palpable lymph nodes (0.00%). CD-31 values are strongly correlated to regional lymph node 
metastasis risk. In patients with a low microvessel density and who do not have palpable lymph nodes on  
the neck, therapeutical methods that are alternative to selective neck dissection are needed to be considered. 
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GİRİŞ 
Larenks yassı hücreli karsinomlu hastalarda en 

belirgin prognostik indikatör servikal nod metastazı- 
dır. Baş-boyun tümörlerinin tedavisini yönlendirme- 
de temel dayanak American Joint Comitee on Can-
cer'ın TNM evreleme sistemidir. Tümör büyüklüğü, 
lokalizasyonu ve temiz cerrahi sınırlar yine prognos- 
tik öneme sahiptir (14). Yeni geliştirilmiş prognostik 
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indikatörler ise p53 ekspresyonu (8,13,10,1,16) ve 
anjiogenez yaygınlığıdır (5). 

P53 gen mutasyonu larenks karsınogenezinde 
erken bir olaydır ve p53 immünohistokimyasal anali- 
zi, larenksin kanseröz ve prekanseröz lezyonları için 
tanısal sensitiviteyi artırır (13,7). Yine p53 ekspres-
yonu larenks kanserli hastalarda kemoterapi ve rad-
yoterapiye artmış cevap ile ilişkilidir (1). 

Mikrodamar yoğunluğu ve metastaz riski arasın- 
da belirgin korelasyon olduğu bildirilen tümörler; 
non small cell akciğer (127, prostat (19), meme (8) ve 
baş-boyun kanserleridir (9). Anjiogenez; larenks kan-
serli hastada artmış metastaz riski ile ilişkili olmanın 
yanında, lenf nodu negatif olan vakalarda rekürensin 
tek istatistiksel olarak belirgin öngörenidir (14). 

YÖNTEM VE GEREÇLER 
1997-1999 yılları arasında hastanemiz patoloji 

kliniğinde skuamöz hücreli karsinom tanısı almış, 
KBB kliniklerinde larenjektomi ve boyun diseksiyo- 
nu ile tedavi edilmiş olup halen takibimizde bulunan 
27 olgu çalışıldı. Hasta kayıtları incelenerek standart 
demografik bilgiler, preoperatif palpasyonla nodal 
durum, patolojik spesimende metastatik nodal tutu- 
lum, histolojik derece (grade) belirlendi. Parafın 
bloklardan elde edilen 5 mikron kalınlıktaki kesitler 
hematoksilen-eosin ve immünohistokimyasal olarak 
p53 ve CD-31 boyandı ve ışık mikroskobu altında in- 
celendi.  

Mikrodamar yoğunluğunun tespiti için monok-
lonal anti-CD31 (1:80; Dako Corporation), p53 için 
monoklonal anti-p53 (Dako Corp.) antikorları kulla-
nıldı. Kesitler deparafinize ve rehidrate edildi, immü-
noboyama öncesi 20 dakika süreyle sitrat tamponun- 
da buharlandı ve 5 dakika soğutuldu. Tüm dokular 
bloke eden antikorla 5 dakika, primer antikorla 25 da-
kika, biotinlenmiş sekonder bağlanan antikorla 25 da-
kika, hidrojen peroksid solüsyonuyla 7.5 dakika, avi- 
din-biotinlenmiş enzim kompleksiyle 25 dakika, 
kromojen olarak diaminobenzidin (DAB) ile 15 daki- 
ka, kontrast boyama için hematoksilen ile l dakika 
muamele edildi. Bu inkübasyonlar oda ısısında ger-
çekleştirildi, inkübasyonlar arasında kesitler tampon- 
la yıkandı. Tümör içerisindeki stromada vasküler açı- 
dan zengin olduğu belirlenen 3 farklı alanda (x40 
objektif, xl0 oküler, 0.152 mm2) mikrodamar sayımı 
yapıldı. Küme şeklinde bulunan ve tek endotel hücre- 
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leri-lümen içersin içermesin-değerlendirmeye alındı. 
Boyanmış olan plazma hücreleri değerlendirme dışı 
bırakıldı. Her olgu için ortalama mikrodamar sayısı 
belirlendi. Kontrol olarak tümöre bitişik normal alan- 
lar incelendi. P53 değerlendirmesi yarı kantitatif yön-
temle (+,++,+++) yapıldı. Nükleusların hiç boyanma- 
dığı olgularda p53 negatif kabul edildi. Nükleusların 
10% nun altında, %10 ile %20 arasında ve %20 nin 
üstünde boyanma gösterdiği olgularda p53 pozitif 
olarak değerlendirildi. 

İstatistiksel analizde mikrodamar verileri iki şe-
kilde incelendi. Önce mikrodamar yoğunluğu devam- 
lı değişken olarak alındı ve Spearman's rho tekniği 
kullanılarak iki uçlu (dichotomous) verilerle ifade 
edilen histolojik derece, p53 boyanma durumu, pal-
pasyonla nodal durum ve metastatik bölgesel lenf 
nodu durumuna korelasyonu hesaplandı. Sonra bölge- 
sel lenf nodu metastazı gelişen ve gelişmeyen gruplar 
arasında maksimum ayrımı sağlayan ayırıcı değeri 
(cut-off value) hesaplamak için mikrodamar verilerini 
iki uçlu (dichotomous) değerlendiren lojistik regreson 
modeli kullanıldı. En yüksek benzerlik (likely-hood) 
değerini veren modeller tanındı ve Wald testi kullanı-
larak en küçük p değerine sahip model bulundu. Bu 
modelde optimum ayırıcı değer (cut-off value) ortaya 
çıktı. Takip süresi kısa olduğu için nüks verileri ista- 
tistik çalışmaya alınmadı. 

BULGULAR 
Olguların yaş ortalaması 53'tü ve tamamı erkek- 

ti. Histolojik derece 16 hastada yüksek, 11 hastada 
düşüktü. 7 hastada boyunda palpabl nod mevcuttu. 
P53 boyanan olgu sayısı 8 idi. Olguların CD-31 de-
ğerlerinin ortalaması 24.6 idi. Takip süresi ortalama 
17.2 haftaydı. 3 olguda nüks gelişti, bunlardan biri 
eksitus oldu (Tablo 1). Bölgesel nodal metastaz duru-
muyla anlamlı korelasyon gösteren veriler CD-31 de-
ğerleri (Spearman's rho, p=0.009) ile palpasyonla 
nodal durum verileri (Spearman's rho, p-0.009) idi. 
CD-31 ekspresyonu ve p53 ekspresyonu arasında is-
tatistiksel olarak anlamlı bir korelasyon izlenmedi 
(sprearman's rho, p=0.877). (Resim 1,2,3,4) P53 eks-
presyonu ile nodal metastaz arasında anlamlı ilişki 
bulunamadı (sprearman's rho, p=0.653). CD-31 eks-
presyonu ile histolojik derece arasında anlamlı kore-
lasyon yoktu (Spearman's rho, p-0.774). CD-31 eks-
presyonu ile nodal metastaz arasında anlamlı 
korelasyon bulundu (spearman's rho, p-0.009), fakat 
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CD-31 düzeyi ayırdedici değildi. Bunun yanında CD-
31 düzeyi, klinik olarak palpabl nod durumuyla bera- 
ber değerlendirildiğinde metastaz riski için ayırdedici 
bulundu. CD-31 için ayırdedici olduğu hesaplanan 
27.34 'ün (lojistik regresyon, p = 0.0334) altındaki 
darnar sayımına sahip ve palpabl lenf nodu bulun-
mayan hastaların hiçbirinde metastatik lenf 

nodu izlenmedi. Damar sayımı 27.3'ün üstünde oldu- 
ğu ve palpabl lenf nodu bulunan hastaların 
83.33%'ünde metastatik lenf nodu tespit edildi. 2 has- 
tada (16.66%) damar sayımı 27.3'ün üzerinde olduğu 
ve palpabl lenf nodu bulunduğu halde metastatik lenf 
nodu saptanmadı (Tablo 2). 

 

 

 



TARTIŞMA VE SONUÇ :  
P53 tümör süpresör geninin inaktivasyonu; 

kontrolsüz hücre gelişimi ile ilişkilidir. Bu da neop-
lazmlarda mutant p53 ün tanımlanmasını ve en sık 
kötü diferansiye anaplastik tümörlerde görülmesini 
açıklar (10). Bu temelde pek çok yazar mutant p53 
geninin bağımsız prognostik faktör olduğu neoplastik 
hastalıklar tanımlamışlardır (2,3,17,18). Fonksiyonel 
olarak wild tip p53, normal hücre tiplerinde çok 
düşük konsantrasyonda bulunur ve yarı ömrü göreceli 
olarak kısadır. Normalde, wild tip p53 protein seviye- 
si standart immünohistokimyasal tekniklerle ölçüle- 
mez düzeydedir. P53 geninin mutasyonu sıklıkla gen 
ürününün aşın ekspresyonuna yol açar, ki bunun fe-
edback inhibisyonun ortadan kalkması veya gen  
ürünü yarı ömrünün uzaması sayesinde olduğu düşü-
nülmektedir (1). P53 gen mutasyonu larenks karsino-
genezinde erken dönemde gelişir ve p53'ün immüno-
histokimyasal analizi, larenksin kanseröz ve  
prekanseröz lezyonlan için tanısal sensitiviteyi artırır 
(13,7). Yine p53 ekspresyonu larenks kanserli hasta- 
larda kemoterapi ve radyoterapiye artmış cevap ile 
ilişkilidir (1). Çalışmamızda CD-31 ekspresyonu ve  
p53 ekspresyonu arasında istatistiksel olarak anlamlı  
bir korelasyon izlenmedi (spearman's rho, p=0.877).  
P53 ekspresyonu ile nodal metastaz (spearman's rho, 
p=0.653) ve histolojik derece (spearman's rho,  
p=0.146) arasında da anlamlı ilişki bulunmadı. Dur- 
sun ve arkadaşları da benzer şekilde p53 ekspresyonu 
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ile klinikopatolojik parametreler arasında anlamlı iliş- 
ki bulmadıklarını rapor ettiler (4). Çalışmamızda p53 
değerleri iki uçlu veriler halinde incelenmiştir. Daha 
hassas bir inceleme için p53'ün ayrıntılı kantitatif de-
ğerlendirilmesi gerekecektir. Literatürde bahsedilen 
prognostik ilişkiyi değerlendirmek için takip süreleri- 
miz henüz yeterli değildir. 

Mikrodamar yoğunluğu ve metastaz riski arasın- 
da belirgin korelasyon olduğu bildirilen tümörler; 
non small cell akciğer (12), prostat (19), meme (8) ve 
baş-boyun (9) kanserleridir. Bunun gözlenmesi do-
ğaldır, çünkü pek çok deneysel solid tümörde, tümör 
ve metastaz gelişiminin birden çok basamağında 
tümör anjiogenezisi etkindir. Anjiogenez yeni damar-
ların oluştuğu bir işlemdir ve embriyonik gelişim, di-
feransiyasyon, proliferasyon ve yara iyileşmesi için 
gereklidir. Yine hayvan modellerinde tümör gelişimi, 
invazivliği ve progresyonunda anjiogenezin anahtar  
rol oynadığı gösterilmiştir (5,6). Anjiogenez sadece 
tümör gelişimi için değil, metastaz için de gereklidir. 
Folkman'ın belirttiği gibi, "preneovaskülarizasyon fa-
zında anjiogenezin yokluğu, tümör hücrelerinin proli-
feratif kapasitesinden bağımsız olarak tümör popülas-
yonunun yayılımını kısıtlar" (5). Baş-boyun 
tümörlerinde anjiogenez çalışmalarına ilgi artmakta- 
dır. Petruzelli ve arkadaşları, civciv embriyosu koryo-
allantoik zarına greftlendiğinde baş-boyun skuamöz 
hücreli karsinomlarının anjiogenik cevabı indükledik-
lerini gösterdi (15). 

Bu çalışmanın amacı CD-31 boyanmış endotel 
hücrelerinin miktarı ile yansıtılan anjiogenezin la-
renks skuamöz hücreli karsinomlu hastalarda bölge- 
sel lenf nodu metastazı gelişme riskini artırdığını gös-
termekti. CD-31 IgG süper familyasından bir platelet 
endotelyal adezyon molekülüdür. Endotelyal hücrele- 
re spesifik olarak bağlanan sensitif bir marker oldu- 
ğu, lenfatik endotele ise bağlanmadığı gösterilmiştir. 
Bu adezyon molekülü endoCAM-1 (endothelial cell 
adhesion molecule) veya PECAM-1 (platelet/ 
endothelial cell adhesion molecule) olarak da bilin- 
mektedir. Vasküler endotelyal hücrelerde yüksek mik-
tarda eksprese edilir ve anjiogenez için faktör VIII-
Ag'den daha sensitif bir marker olarak gözükmek-
tedir. Faktör VIIIAg bütün endotel hücrelerinde bu-
lunmaz ve lenfatik endotelde de bulunur (11). Horak 
meme tümörlerini CD-31 ile boyadı; damar sayımı 
99/mm2'den az olan 50 hastanın 2 tanesinde nodal tu-
tulum gelişirken, damar sayımı 140/mm2'den yüksek 
olan grupta bu oran 39 hastada 31 nodal tutuluma sıç- 
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radı (11). Murray ve ark.'nın 51 olgudan oluşan la-
renks karsinomu serisinde anjiogenez oranı 20%'den 
az olan grubun 36%'sında nodal tutulum gerçekleşir-
ken, bu oranın 20%'den yüksek olduğu grubun 
77%'sinde nodal tutulum izlendi (14). Çalışmamızda 
anjiogenez göstergesi olarak kullandığımız CD-31 
ekspresyonu ile nodal metastaz arasında anlamlı ko-
relasyon bulundu (spearman's rho, p=0,009), fakat 
CD-31 düzeyi ayırdedici değildi. Bunun yanında CD- 
31 düzeyi, klinik olarak palpabl nod durumuyla bera- 
ber değerlendirildiğinde metastaz riski için ayırt edici 
bulundu. CD-31 için ayırt edici olduğu hesaplanan 
27.3 (lojistik regresyon, p=0.0334)ün altındaki damar 
sayımına sahip ve palpabl lenf nodu bulunmayan has-
taların hiçbirinde metastatik lenf nodu izlenmedi. 
Damar sayımı 27.3'ün üstünde olduğu ve palpabl lenf 
nodu bulunan hastaların 83.33%'ünde metastatik lenf 
nodu tespit edildi. 2 hastada (16.66%) damar sayımı 
27.3'ün üzerinde olduğu ve palpabl lenf nodu bulun-
duğu halde metastatik lenf nodu saptanmadı (Tablo 
2). Bu hasta grubunda primer tümörde neovaskülari-
zasyon açıkça izlenirken henüz metastazın izleneme- 
diği teorik bir eşiğe ulaşılmış olabilir. Aynı durum 
Murray ve arkadaşlarının 51 olguluk larenks karsino- 
mu serisinde anjiogenez oranı 20%4den yüksek oldu- 
ğu halde nodal tutulum izlenmeyen 6 olgusu ve yine 
Horak ve arkadaşlarının 103 olguluk meme kanseri 
serisinde yüksek damar sayımına rağmen nod tutulu- 
mu olmayan 8 olgusu için de geçerlidir (14,11). 

Takip süresi henüz kısa olduğu için analiz edil-
memekle birlikte biri eksitus olan 3 nüks olgumuzun 
hiçbirinde palpabl nod yoktu ve CD-31 değerleri; 
22.3, 52.3 (eks) ve 39.6 idi. Murray'in serisinde CD- 
31 oranı 20%'den fazla olup metastazı bulunmayan 
hasta grubunun 67%'sinde sonradan nüks ortaya çık-
mıştır (14). No boyunlara yaklaşımı etkileyebilecek 
olan bu bilgiyi teyid etmek için daha geniş bir seriye 
ve daha uzun takip süresine ihtiyacımız var. 

Bu çalışmada ortaya çıkan en net sonuç CD-31 
değeri 27.3'ün altında olan ve boyunda palpabl nod 
bulunmayan larenks karsinomlu olgularda lenf nodu 
metastazı gelişmemesidir. Başka çalışmalar ve daha 
geniş serilerle desteklenmesi gerekmekle beraber, bu 
hasta grubunda selektif boyun diseksiyonuna alterna- 
tif tedavi ve takip yöntemlerinin dikkate alınması ge-
rektiği kanaatindeyiz. 
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