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OZET: Larenks skuamdz hiicreli karsinomal hastalarda mikro damar yogunlugunun bolgesel lenf nodu metasta-
zi, p53 ekspresyonu ve histolojik dereceye (grade) korelasyonunun degerlendirilmesi amaglandi. 1997-1999 yil-
lart arasinda hastanemizde opere olup halen takipte bulunan 27 larenks skuamoz hiicreli karsinomlu hasta ¢a-
lismaya alindi. Parafin kesitler CD-31 ve p53 ile immiinohistokimyasal olarak boyandi ve stk mikroskobunda
degerlendirildi. CD-31 ekspresyonu; p53 ekspresyonu (spearman's rho, p=0.877) ve histolojik derece (spear-
man's rho, p=0.774) ile korele bulunmadi. CD-31 ekspresyonu bolgesel nodal metastaz riskiyle giicli korelasyon
gosterdi (spearman's rho, p=0.009), preoperatif palpasyonla nodal durumla birlikte degerlendirildiginde aywde
dici idi (lojistik regresyon, CD-31 icin aywt edici deger = 27.3, p = 0.0334). CD-31 degerinin 27.3%in iizerinde
oldugu ve palpabl lenf nodu bulunan 12 hastamn 10unda (83.33%) bolgesel lenf nodu metastazi gelisti. CD-31
degerinin 27.3%iin altinda oldugu ve palpabl lenf nodu bulunmayan 15 hastanin hicbirinde (0.00%) bolgesel lenf
nodu metastazi izlenmedi. CD-31 degerlen bolgesel lenf nodu metastazi riskiyle giiclii korelasyon gostermekte-
dir. Mikrodamar yogunlugunun diisiik oldugu ve boyunda palpabl nod bulunmayan (No) olgularda selektif
boyun diseksiyonuna alternatif tedavi metodlarmn dikkate alinmas: gerektigi kanaatindeyiz-

Anahtar Sozciikler: Larenks karsinomu, anjiogenez, p53

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
Sfollow-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.

Key Words: Laryngeal carcinoma, angiogenesis, p53

GIRIS

Larenks yasst hiicreli karsinomlu hastalarda en
belirgin prognostik indikator servikal nod metastazi-
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ANKARA de temel dayanak American Joint Comitee on Can-
(****)SSK Istanbul Egitim Hastanesi Patoloji Boliimii cer'm TNM evreleme sistemidir. Timér biiyiikligi,
ISTANBUL

lokalizasyonu ve temiz cerrahi sinirlar yine prognos-
tik 6neme sahiptir (14). Yeni gelistirilmis prognostik

129



K.B.B. ve Bas Boyun Cerrahisi Dergisi, 2000, 8 (2): 129 - 134,

indikatorler ise p53 ekspresyonu (8,13,10,1,16) ve
anjiogenez yaygmligidir (5).

P53 gen mutasyonu larenks karsinogenezinde
erken bir olaydir ve p53 immiinohistokimyasal anali-
zi, larenksin kanseréz ve prekanseréz lezyonlari igin
tanisal sensitiviteyi artirir (13,7). Yine p53 ekspres-
yonu larenks kanserli hastalarda kemoterapi ve rad-
yoterapiye artmis cevap ile iliskilidir (1).

Mikrodamar yogunlugu ve metastaz riski arasin-
da belirgin korelasyon oldugu bildirilen tiimérler;
non small cell akciger (127, prostat (19), meme (8) ve
bas-boyun kanserleridir (9). Anjiogenez; larenks kan-
serli hastada artmis metastaz riski ile iligkili olmanin
yaninda, lenf nodu negatif olan vakalarda rekiirensin
tek istatistiksel olarak belirgin dngdrenidir (14).

YONTEM VE GERECLER

1997-1999 yillar1 arasinda hastanemiz patoloji
kliniginde skuamdz hiicreli karsinom tanisi almis,
KBB kliniklerinde larenjektomi ve boyun diseksiyo-
nu ile tedavi edilmis olup halen takibimizde bulunan
27 olgu calisildi. Hasta kayitlart incelenerek standart
demografik bilgiler, preoperatif palpasyonla nodal
durum, patolojik spesimende metastatik nodal tutu-
lum, histolojik derece (grade) belirlendi. Parafin
bloklardan elde edilen 5 mikron kalinliktaki kesitler
hematoksilen-eosin ve immiinohistokimyasal olarak
p53 ve CD-31 boyandi ve 1stk mikroskobu altinda in-
celendi.

Mikrodamar yogunlugunun tespiti igin monok-
lonal anti-CD31 (1:80; Dako Corporation), p53 igin
monoklonal anti-p53 (Dako Corp.) antikorlar1 kulla-
nildi. Kesitler deparafinize ve rehidrate edildi, immii-
noboyama oncesi 20 dakika siireyle sitrat tamponun-
da buharlandi ve 5 dakika sogutuldu. Tiim dokular
bloke eden antikorla 5 dakika, primer antikorla 25 da-
kika, biotinlenmis sekonder baglanan antikorla 25 da-
kika, hidrojen peroksid soliisyonuyla 7.5 dakika, avi-
din-biotinlenmis enzim kompleksiyle 25 dakika,
kromojen olarak diaminobenzidin (DAB) ile 15 daki-
ka, kontrast boyama i¢in hematoksilen ile 1 dakika
muamele edildi. Bu inkiibasyonlar oda 1sisinda ger-
ceklestirildi, inkiibasyonlar arasinda kesitler tampon-
la yikandi. Tiimor icerisindeki stromada vaskiiler agi-
dan zengin oldugu belirlenen 3 farkli alanda (x40
objektif, x10 okiiler, 0.152 mm2) mikrodamar sayimi
yapildi. Kiime seklinde bulunan ve tek endotel hiicre-
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leri-limen igersin icermesin-degerlendirmeye alindi.
Boyanmis olan plazma hiicreleri degerlendirme dis1
birakildi. Her olgu icin ortalama mikrodamar sayisi
belirlendi. Kontrol olarak tiimére bitisik normal alan-
lar incelendi. P53 degerlendirmesi yar1 kantitatif yon-
temle (+,++,+++) yapildi. Niikleuslarin hi¢ boyanma-
dig1 olgularda p53 negatif kabul edildi. Niikleuslarin
10% nun altinda, %10 ile %20 arasinda ve %20 nin
iistinde boyanma gosterdigi olgularda p53 pozitif
olarak degerlendirildi.

Istatistiksel analizde mikrodamar verileri iki se-
kilde incelendi. Once mikrodamar yogunlugu devam-
It degisken olarak alind1 ve Spearman's rho teknigi
kullanilarak iki uglu (dichotomous) verilerle ifade
edilen histolojik derece, p53 boyanma durumu, pal-
pasyonla nodal durum ve metastatik bolgesel lenf
nodu durumuna korelasyonu hesaplandi. Sonra bolge-
sel lenf nodu metastaz1 gelisen ve gelismeyen gruplar
arasinda maksimum ayrimi saglayan ayirict degeri
(cut-off value) hesaplamak i¢in mikrodamar verilerini
iki uclu (dichotomous) degerlendiren lojistik regreson
modeli kullanildi. En yiiksek benzerlik (likely-hood)
degerini veren modeller tanind1 ve Wald testi kullani-
larak en kiigiik p degerine sahip model bulundu. Bu
modelde optimum ayiric1 deger (cut-off value) ortaya
cikti. Takip siiresi kisa oldugu i¢in niiks verileri ista-
tistik ¢alismaya alinmadi.

BULGULAR

Olgularin yas ortalamasi 53'tii ve tamam erkek-
ti. Histolojik derece 16 hastada yiiksek, 11 hastada
diisiiktii. 7 hastada boyunda palpabl nod mevcuttu.
P53 boyanan olgu sayist 8 idi. Olgularin CD-31 de-
gerlerinin ortalamas: 24.6 idi. Takip siiresi ortalama
17.2 haftaydi. 3 olguda niiks gelisti, bunlardan biri
eksitus oldu (Tablo 1). Bolgesel nodal metastaz duru-
muyla anlamli korelasyon gosteren veriler CD-31 de-
gerleri (Spearman's rho, p=0.009) ile palpasyonla
nodal durum verileri (Spearman's rho, p-0.009) idi.
CD-31 ekspresyonu ve p53 ekspresyonu arasinda is-
tatistiksel olarak anlamli bir korelasyon izlenmedi
(sprearman's rtho, p=0.877). (Resim 1,2,3,4) P53 eks-
presyonu ile nodal metastaz arasinda anlamli iligki
bulunamadi (sprearman's rho, p=0.653). CD-31 eks-
presyonu ile histolojik derece arasinda anlamli kore-
lasyon yoktu (Spearman's rho, p-0.774). CD-31 eks-
presyonu ile nodal metastaz arasinda anlamh
korelasyon bulundu (spearman's rho, p-0.009), fakat
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CD-31 diizeyi ayirdedici degildi. Bunun yaninda CD-
31 diizeyi, klinik olarak palpabl nod durumuyla bera-
ber degerlendirildiginde metastaz riski i¢in ayirdedici
bulundu. CD-31 i¢in ayirdedici oldugu hesaplanan
27.34 'in (lojistik regresyon, p = 0.0334) altindaki
darnar saymmma sahip ve palpabl lenf nodu bulun-
mayan hastalarin hi¢birinde metastatik lenf
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nodu izlenmedi. Damar sayimi 27.3%in {stiinde oldu-
gu ve palpabl lenf nodu bulunan hastalarin
83.33%'linde metastatik lenf nodu tespit edildi. 2 has-
tada (16.66%) damar sayimi 27.3'in {izerinde oldugu
ve palpabl lenf nodu bulundugu halde metastatik lenf
nodu saptanmadi (Tablo 2).

CD-31 A | CD-31 B|CD-31 C| CD-31 ORT| p53 | H.derece | palp. nod | met. nod | niiks eks

23 20 30 24,2 yok diisik yok yok

56 63 46 55 yok | yiksek var var

36 24 20 26,6 var yiiksek yok yok

14 16 S 11,6 yok diisiik var yok

16 8 15 13 var | yiiksek var var

12 9 10 10,3 yok yiiksek yok yok

25 35 21 27 yok | yiksck var var

10 12 12 11.3 yok | disiik yok yok

33 18 31 27,3 var diigiik yok yok

19 21 24 21,3 yok | yiiksek yok yok

22 15 16 17,6 yok yiiksek yok yok

26 16 25 223 yok diisiik yok var (+) (+)
9 5 5 6,3 yok yiiksek yok yok

32 34 37 34,3 yok diigiik yok yok

22 14 29 21,6 yok | diisiik yok yok

21 16 15 20,6 var digiik yok yok

40 69 48 52,3 yok | yiksek yok var (+)
24 29 21 24.6 var diisiik yok yok

27 30 31 29.3 yok yiiksek yok yok

34 43 42 396 yok yiksek yok var (+)
47 13 18 26 yok | yiiksek yok var

21 22 19 20,6 yok | yiksek yok yok

19 19 18 18,6 var yitksek var var

37 35 21 31 yok yiiksek yok var

25 25 18 22,6 var | digik yok yok

19 30 19 22,6 yok yiiksek var var

33 27 23 27,6 var diigiik var var

Tablo 1: Cahgilan Parametreler ve Sonuglar

METASTATIK LENF NODU

METASTATIK LENF NODU

VE PALPABL LENF NODU
YOK

VAR YOK
CD-31 DEGERI 27,3 TEN 10 OLGU 2 OLGU
YUKSEK VE PALPABL LENF
NODU VAR
CD-31 DEGERI 27.3 TEN AZ 0 0OLGU 15 OLGU

Tablo 2: CD-31 igin ayirt edici de@er 27.3 ve palpasyonla nodal durumun bélgesel lenf nodu metastaz durumuna gore

dagilim,
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Resim 1: Larenksin squaméz hiicreli karsinomu olgusunda
immiinohistokimyasal olarak p53 ekspresyonunun histopa-
tolojik goriiniimii. (immiinohistokimya x100)
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Resim 2: Resim 1'deki olgunun daha biiyiik biiytitmesi
Timor hiicrelerinin niikleuslan p53 proteini ile kahverengi
boyanmustir. (immiinohistokimya x 200)

Resim 3: Bir larenks squaméz hiicreli karsinoma olgusun-
da immiinohistokimyasal olarak CD31 ekspresyonunun his-
topatolojik goriintimii. (immiinohistokimya x 100)
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Resim 4: Resim "'deki olgunun bilyiik biiyiitmedeki gorii-
niimil. Malign epitelyal adalar arasinda mikrovaskiiler yapi-
lann endotel hiicreleri anti CD31 proteini ile kahverengi
boyanmistir. (immiinohistokimya x 400)

TARTISMA VE SONUC :

P53 timér siipresér geninin  inaktivasyonu;
kontrolsiiz hiicre gelisimi ile iliskilidir. Bu da neop-
lazmlarda mutant p53 iin tanimlanmasini ve en sik
kotii diferansiye anaplastik tiimorlerde goriilmesini
aciklar (10). Bu temelde pek c¢ok yazar mutant p53
geninin bagimsiz prognostik faktér oldugu neoplastik
hastaliklar tanimlamuglardir  (2,3,17,18). Fonksiyonel
olarak wild tip p53, normal hiicre tiplerinde ¢ok
diisiik konsantrasyonda bulunur ve yart dmrii goreceli
olarak kisadir. Normalde, wild tip p53 protein seviye-
si standart immiinohistokimyasal tekniklerle Olgiile-
mez diizeydedir. P53 geninin mutasyonu siklikla gen
lirliniiniin agin ekspresyonuna yol agar, ki bunun fe-
edback inhibisyonun ortadan kalkmasi veya gen
lrlinii yart Omriiniin uzamasi sayesinde oldugu diisi-
niilmektedir (1). P53 gen mutasyonu larenks karsino-
genezinde erken donemde gelisir ve p53'in immiino-
histokimyasal ~ analizi, larenksin  kanseréz  ve
prekanser6z lezyonlan igin tamsal sensitiviteyi artirir
(13,7). Yine p53 ekspresyonu larenks kanserli hasta-
larda kemoterapi ve radyoterapiye artmig cevap ile
iligkilidir (1). Calismamzda CD-31 ekspresyonu ve
pS3 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli
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 tho,
p=0.146) arasinda da anlamli iligki bulunmadi. Dur-
sun ve arkadaslani da benzer sekilde p53 ekspresyonu
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ile klinikopatolojik parametreler arasinda anlamli ilig-
ki bulmadiklarim rapor ettiler (4). Calismamizda p53
degerleri iki uglu veriler halinde incelenmistir. Daha
hassas bir inceleme icin p53'iin ayrintili kantitatif de-
gerlendirilmesi gerekecektir. Literatiirde bahsedilen
prognostik iliskiyi degerlendirmek i¢in takip stireleri-
miz heniiz yeterli degildir.

Mikrodamar yogunlugu ve metastaz riski arasin-
da belirgin korelasyon oldugu bildirilen tiimorler;
non small cell akciger (12), prostat (19), meme (8) ve
bas-boyun (9) kanserleridir. Bunun gozlenmesi do-
galdir, ¢linkii pek ¢ok deneysel solid tiimorde, timor
ve metastaz gelisiminin birden ¢ok basamaginda
timor anjiogenezisi etkindir. Anjiogenez yeni damar-
larm olustugu bir islemdir ve embriyonik gelisim, di-
feransiyasyon, proliferasyon ve yara iyilesmesi icin
gereklidir. Yine hayvan modellerinde timér geligimi,
invazivligi ve progresyonunda anjiogenezin anahtar
rol oynadig1 gosterilmistir (5,6). Anjiogenez sadece
timor gelisimi igin degil, metastaz i¢in de gereklidir.
Folkman'in belirttigi gibi, "prencovaskiilarizasyon fa-
zinda anjiogenezin yoklugu, tiimor hiicrelerinin proli-
feratif kapasitesinden bagimsiz olarak tiimor popiilas-
yonumun  yayithmmi  kisitlar"  (5).  Bas-boyun
tiimorlerinde anjiogenez calismalarina ilgi artmakta-
dir. Petruzelli ve arkadaglari, civciv embriyosu koryo-
allantoik zarma greftlendiginde bas-boyun skuaméoz
hiicreli karsinomlarmm anjiogenik cevabi indiikledik-
lerini gosterdi (15).

Bu caligmanin amact CD-31 boyanmis endotel
hiicrelerinin miktar1 ile yansitilan anjiogenezin la-
renks skuamoz hiicreli karsinomlu hastalarda bolge-
sel lenf nodu metastazi gelisme riskini artirdigini gos-
termekti. CD-31 IgG siiper familyasindan bir platelet
endotelyal adezyon molekiilidiir. Endotelyal hiicrele-
re spesifik olarak baglanan sensitif bir marker oldu-
gu, lenfatik endotele ise baglanmadigi gosterilmistir.
Bu adezyon molekiilii endoCAM-1 (endothelial cell
adhesion molecule) veya PECAM-1 (platelet/
endothelial cell adhesion molecule) olarak da bilin-
mektedir. Vaskiiler endotelyal hiicrelerde yiiksek mik-
tarda eksprese edilir ve anjiogenez i¢in faktdr VIII-
Ag'den daha sensitif bir marker olarak goziikmek-
tedir. Faktor VIIIAg biitiin endotel hiicrelerinde bu-
lunmaz ve lenfatik endotelde de bulunur (11). Horak
meme tiimorlerini CD-31 ile boyadi; damar sayimi
99/mm?2'den az olan 50 hastanin 2 tanesinde nodal tu-
tulum gelisirken, damar saymm 140/mm2'den yiiksek
olan grupta bu oran 39 hastada 31 nodal tutuluma sig-
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radi (11). Murray ve ark.'nin 51 olgudan olusan la-
renks karsinomu serisinde anjiogenez orant 20%'den
az olan grubun 36%'sinda nodal tutulum gerceklesir-
ken, bu oranin 20%'den yiiksek oldugu grubun
77%'sinde nodal tutulum izlendi (14). Calismamizda
anjiogenez gostergesi olarak kullandigimiz CD-31
ekspresyonu ile nodal metastaz arasinda anlamli ko-
relasyon bulundu (spearman's rho, p=0,009), fakat
CD-31 diizeyi ayirdedici degildi. Bunun yaninda CD-
31 diizeyi, klinik olarak palpabl nod durumuyla bera-
ber degerlendirildiginde metastaz riski i¢in ayrt edici
bulundu. CD-31 i¢in ayirt edici oldugu hesaplanan
27.3 (lojistik regresyon, p=0.0334)iin altindaki damar
sayimina sahip ve palpabl lenf nodu bulunmayan has-
talarmm higbirinde metastatik lenf nodu izlenmedi.
Damar saymm 27.3"in istiinde oldugu ve palpabl lenf
nodu bulunan hastalarin 83.33%'linde metastatik lenf
nodu tespit edildi. 2 hastada (16.66%) damar sayimi
27.3"in iizerinde oldugu ve palpabl lenf nodu bulun-
dugu halde metastatik lenf nodu saptanmadi (Tablo
2). Bu hasta grubunda primer tiimorde neovaskiilari-
zasyon agikca izlenirken heniiz metastazin izleneme-
digi teorik bir esige ulasilmis olabilir. Ayn1 durum
Murray ve arkadaglarinin 51 olguluk larenks karsino-
mu serisinde anjiogenez oran1 20%4den yiiksek oldu-
gu halde nodal tutulum izlenmeyen 6 olgusu ve yine
Horak ve arkadaslarinin 103 olguluk meme kanseri
serisinde yliksek damar sayimina ragmen nod tutulu-
mu olmayan 8 olgusu i¢in de gecerlidir (14,11).

Takip siiresi heniiz kisa oldugu i¢in analiz edil-
memekle birlikte biri eksitus olan 3 niiks olgumuzun
hi¢birinde palpabl nod yoktu ve CD-31 degerleri;
22.3, 52.3 (eks) ve 39.6 idi. Murray'in serisinde CD-
31 oram1 20%'den fazla olup metastazi bulunmayan
hasta grubunun 67%'sinde sonradan niiks ortaya ¢ik-
mustir (14). No boyunlara yaklagimi etkileyebilecek
olan bu bilgiyi teyid etmek i¢in daha genis bir seriye
ve daha uzun takip siiresine ihtiyacimiz var.

Bu ¢aligmada ortaya ¢ikan en net sonug CD-31
degeri 27.3'iin altinda olan ve boyunda palpabl nod
bulunmayan larenks karsinomlu olgularda lenf nodu
metastazi gelismemesidir. Baska ¢aligsmalar ve daha
genis serilerle desteklenmesi gerekmekle beraber, bu
hasta grubunda selektif boyun diseksiyonuna alterna-
tif tedavi ve takip yontemlerinin dikkate alinmasi ge-
rektigi kanaatindeyiz.
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