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KLIiNIK ARASTIRMA

Larenks kanserlerinde DNA ploidinin prognostik 6nemi

The prognostic significance of DNA ploidy in laryngeal cancers

M. Timur AKCAM,' Abdullah AKKAYA,' Salih DEVECI, Onder ONGURU,” Mustafa GEREK,' Yalgin OZKAPTAN'

Amag: Yassi epitel hucreli larenks kanseri olan olgularda
DNA ploidinin, timére ait 6zellikler ve histopatolojik paramet-
reler ile iligkisi ve prognoz Uzerine etkisi arastirid.

Hastalar ve Yéntemler: Calismada yassi epitel hucreli
kanser nedeniyle tedavi edilip izlenen 44 olgunun cerrahi
kesitleri incelendi. Parafin bloklardan elde edilen nlkleus
sUspansiyonlarinda goriinti analizi teknigi ile DNA ploidi
arastirmasi yapildi. DNA ploidinin timér yerlesimi, evre,
diferansiasyon, keratinizasyon, invazyon derinligi, lenfosit
infiltrasyonu, perindral invazyon, infiltrasyon tird, timoér
nekrozu, bes yillik sagkalim ve yasam suresi ile iligkisi de-
gerlendirildi.

Bulgular: Olgularin %65.9'unda anaploidi, %34.1’inde dip-
loidi belirlendi. Tumdr evresi, yerlesimi, diferansiasyon, ke-
ratinizasyon, invazyon derinligi, invazyon tird, lenfosit infilt-
rasyonu, tumdr nekrozu, perindral invazyon ve lenf nodu tu-
tulumu ile DNA ploidi arasinda anlamli iligki gérilmedi
(p>0.05). Diploid timérlerde bes yillik sagkalim (p=0.048)
ve genel sagkalim (log rank=4.40; p=0.036) oranlari
anaploid timérlere gére anlaml dizeyde yiiksek bulundu.
Perindral invazyon varhigi (p=0.004) ve invazyon derinliginin
9 mm’nin Uizerinde olmasi (p=0.045) bes yillik sagkalimi an-
lamli diizeyde disuren diger faktorler olarak degerlendirildi.
Cox regresyon analizi sonucunda DNA ploidi (p=0.042) ve
perindral invazyonun (p=0.009) sagkalimi etkileyen bagim-
siz prognostik faktérler olduklari gérildu.

Sonugc: Anaploidi varligi, yassi epitel hiicreli larenks kan-
serli olgularda prognozu olumsuz etkilemektedir.

Anahtar Sézciikler: Anaploidi; karsinom, skuaméz hicreli/patoloji/
genetik/radyoterapi; DNA, neoplazm/analiz; diploidi; bas-boyun ne-
oplazmlari/genetik; gérintl sitometrisi; larenjeal neoplazmlar/pato-
loji/genetik; lenfatik metastaz; neoplazm niksu, lokal; ploidi; prog-
noz; sagkalim analizi.

Objectives: We assessed the relationship between DNA
ploidy and histopathologic parameters and its effect on prog-
nosis in patients with squamous cell carcinoma of the larynx.
Patients and Methods: Surgical sections of 44 patients who
were treated for squamous cell carcinoma of the larynx were
studied. Image cytometry measurements were performed on
nuclear suspensions derived from paraffin-embedded sec-
tions to determine DNA ploidy patterns. We investigated the
relationship between the DNA ploidy status and localization,
stage, differentiation, keratinization, depth of tumoral invasion,
lymphocytic infiltration, perineural invasion, infiltration pattern,
necrosis, and 5-year and overall survival rates.

Results: Aneuploidy and diploidy were diagnosed in 65.9%
and 34.1%, respectively. No significant relationships were
found between DNA ploidy and stage, localization, differentia-
tion, keratinization, depth of invasion, infiltration pattern, lym-
phocytic infiltration, necrosis, perineural invasion, and lymph
node metastasis (p>0.05). The five-year (p=0.048) and over-
all (log rank=4.40; p=0.036) survival rates were significantly
higher in diploid tumors. The presence of perineural invasion
(p=0.004) and depth of the invasion exceeding 9 millimeters
(p=0.045) were significant factors adversely influencing the
five-year survival rate. The multivariate Cox regression analy-
sis showed that the DNA ploidy status (p=0.042) and the pres-
ence of perineural invasion (p=0.009) were independent prog-
nostic variables related to decreased survival.

Conclusion: Aneuploidy has an adverse effect on the
prognosis in squamous cell carcinoma of the larynx.

Key Words: Aneuploidy; carcinoma, squamous cell/pathology/
genetics/radiotherapy; DNA, neoplasm/analysis; diploidy; head and
neck neoplasms/genetics; image cytometry; laryngeal neoplasms/
pathology/genetics; lymphatic metastasis; neoplasm recurrence,
local; ploidies; prognosis; survival analysis.
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Larenks kanserlerinin klinik seyrini hastaya, tii-
more ve uygulanan tedavi yontemine ait 6zellikler
etkilemektedir. Uygulanacak tedavi yonteminin be-
lirlenmesi ve prognoz tayini igin genellikle TNM s1-
niflandirmasi kullanilmaktadir. Ayrica, tiimoriin bi-
yolojik davranisi sonucu olusabilen metastaz ve re-
kiirensler prognozu olumsuz etkileyebilmektedir.
Son yillarda tiimor hiicrelerinin DNA igerigini ve
hiicre kinetigini inceleyerek tiimoriin biyolojik dav-
ranigini ve prognozla iliskisini belirlemeye yonelik
yapilan calismalar 6nem kazanmugtir."

Molekiiler genetik alaninda meydana gelen gelis-
meler 15181nda, baz1 kanserlerdeki kritik erken basa-
magin “c-onc gen” olarak adlandirilan, belirli yapisal
genlerin belirlenmesinde farklhiliklar yaratan, kromo-
zomal diizen degisikliklerinin oldugu kabul edilmek-
tedir. Karyotipik anormallikler gozlenen kanserlerde,
etkilenen kromozomlar siklikla metabolizma ve niik-
leik asit sentezini diizenleyen genleri icermektedir. Bu
tiir kromozomlardaki artis veya kayiplar bazi spesifik
hiicre tiriinlerinin miktarinda degisikliZe neden ol-
maktadir. Eger bu tirtinler hiicre boliinmesi veya dife-
ransiasyonunda 6nemli bir rol oynamaktaysa, meyda-
na gelen hiicreler proliferatif bir kazang saglayabil-
mektedir. Ayrica, genetik diizenlemedeki degisiklikler
hiicrelerde kendiliginden mutasyon oranini artirabil-
mekte ve ¢ok daha hizl ilerleme gosteren bir malign
fenotip olusumuna yol agmaktadir” Kirk alti kromo-
zomdan (23 cift) olusan normal insan somatik hiicre-
leri diploid, bu sayidan daha fazla veya az kromozom
iceren hiicreler ise anaploid olarak tanimlanmaktadar.
Kantitatif bir DNA analiz yontemi olan DNA ploidisi
ise interfaz donemindeki tiimor hiicrelerinin total
DNA igerigini gosterir. Baz1 neoplazmlar igin yararl
bir prognostik belirteg olarak kullanilabilmektedir. Ba-
sarih bir hiicre boliinmesinde DNA sentezinin olusa-
bilmesi i¢in boliinme 6ncesi zaman araligina ihtiyag
vardir. G1 donemi denilen bu zaman araliginda DNA
icerigi diploiddir. DNA histograminda tek bir G1 piki
olusan tiimorler diploid, ek bir G1 pikinin daha gortil-
diigii tiimorler ise anaploid olarak siniflandirlir. Bir-
¢ok anaploid tiimor sadece tek bir anaploid G1 piki
icermesine ragmen, birden fazla bulundugu sartlarda
multidiploid olarak kabul edilir. Bu terimler kromo-
zom say1sl ile es anlamli olmamakla birlikte, birgok ol-
guda kromozom sayisi ile hiicresel DNA igerigi ara-
sinda iyi bir korelasyon vardir.”

Anaploidi bazi benign durumlarda da bulunmak-

la birlikte siklikla malign hiicrelerde goriilmektedir.
Hiicrenin kromatin yapisindaki degisiklik DNA igeri-
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ginin olgiilmesiyle saptanabilir. Bu amagla kullanilan
yontemlerden biri olan goriintii analizi (statik sito-
metri), objektif olarak niikleer biiyiikliik ve sekil de-
gisikliklerinin belirlenmesini saglamaktadir.”

Bu calismada, larenks kanserlerinin DNA ploidi-
si goriintii analizi yontemiyle retrospektif olarak de-
gerlendirildi; tan1 asamasinda kullanilan preparatlar
yeniden degerlendirilerek konvansiyonel histopato-
lojik parametreler incelendi ve DNA ploidinin prog-
noz lizerindeki etkileri arastirildi.

HASTALAR VE YONTEMLER

Calismaya, 1987-1996 yillar1 arasinda klinigimiz-
de yassi epitel hiicreli larenks kanseri tanis1 konula-
rak tedavi ve takibi yapilan 44 olgu alindi. Olgularin
dosyalar retrospektif olarak incelenerek demogra-
fik 6zellikleri, timor yerlesimi ve evresi, uygulanan
tedavi yontemleri ve sagkalim belirlendi. Olgularin
29’unda Ny, sekizinde Ny, besinde N,, birinde N3 bo-
yun vardi. Higbir olguda uzak metastaz yoktu. Yir-
mi sekiz olguda sadece cerrahi tedavi, 16’sinda ise
cerrahi tedavi ve radyoterapi uygulandi. Sadece cer-
rahi tedavi uygulanan hastalarin sekizinde parsiyel
larenjeal cerrahi, 20’sinde total larenjektomi; radyo-
terapi uygulanan hastalarin tiimiine total larenjekto-
mi ameliyat1 yapildi. Endolarenjeal kordektomi
ameliyat1 yapilan iki olgu disindaki tiim hastalara
tek veya cift tarafli fonksiyonel ya da radikal boyun
diseksiyonu ameliyat1 yapildi. Sadece radyoterapi
uygulanan ve cerrahi sir pozitifligi bulunan hasta-
lar ¢alisma disinda birakildi.

Calisma icin, Patoloji Anabilim Dali arsivinde bu-
lunan olgulara ait parafin bloklarindan hazirlanan ke-
sitler incelendi. Olgulara ait hemotoksilen-eosin boya-
I1 preparatlardan tiimorii en iyi temsil edenler segildi;
bunlarin alindig1 parafin bloklar morfometrik ol¢tim
i¢in arsivden ¢ikarildi. Bu preparatlardan 30 mikron
kalmhiginda alinan kesitler asagidaki islemlerden ge-
cirilerek niikleus stispansiyonu elde edildi.

Niikleus stispansiyonu preparatlarinin hazirlanmasi:
Secilen bloklardan alinan parafin kesitler tiiplere ko-
narak, tiip icine ksilol eklendi. Bes dakika stireyle
calkalan tiip, bes dakika hareketsiz bekletildi. Tii-
piin dip kismina ¢oken dokularin iistiinde kalan ksi-
lol dokiilerek, ayni islem tekrar edildi. Tiipe %95'lik
etil alkol konarak bes dakika ¢alkalandi, ardindan
tiip bes dakika hareketsiz bekletildi. Ustte kalan ki-
sim dokiilerek, ayni islem %95’lik etil alkol ile iki
kez daha yapildiktan sonra %50'lik etil alkol ile tek-
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rarlandi. Materyal, tamponlu fosfat soliisyonunda
(PBS) 30 dakika bekletildi. Ardindan, sicaklig: 37° C
olan etiivde 1 ml %0.5’lik pepsin soliisyonunda 30
dakika bekletildi. Bu siire sonunda dokunun tam
parcalanmasi igin soliisyon, en az 15 kez siringa ile
aspire edilerek tiipiin igine piiskiirtiildii. Pepsinin
aktivitesini durdurmak i¢in 30 dakika sonra 1 ml
PBS eklendi. Siispansiyonlar poly-L-lysine ile kap-
lanmus yapiskanli lamlar kullanilarak sitospin ile bes
dakika siiresince (1000 devir/dakika) santrifiije edil-
di. Niikleus stispansiyonu yayildiktan sonra tizerine
%10'luk tamponlanmis formalin soliisyonu damla-
tild1 ve lamlar kurumaya birakildi. Hazirlanan niik-
leus siispansiyonu preparatlar1 Feulgen-Schiff yon-
temi ile boyand1.

Sitometrik degerlendirme: Tiim Olglimler Zeiss Axi-
oskop 1s1k mikroskobu iizerine monte edilmis tig
¢ipli renkli Sony video kameradan alman gériintiiler
tizerinde yapildi. Olciim sirasinda 63 biiyiitmeli 0.17
niimerik aciklig1 olan apochromate (immersiyon)
objektif kullanild1. Ol¢iimler igin IBM uyumlu bilgi-
sayarda Windows NT 4.0 isletim sistemi tizerinde
calisan Autocyte QUIC DNA yazilimi kullanild.
Goriintii analizi ekipmaninin kalibrasyonu igin si-
can hepatositleri (Roche®) kullanuldi. Calisilacak ala-
nin bir kdgesinden baglanarak tiim tiimor ve refe-
rans hiicrelerinin niikleuslar: interaktif olarak segil-
di ve her bir hiicre i¢in optik yogunluk ve niikleer
alan saptand1. Internal referans olarak lenfositlerin
niikleuslar1 segildi. En az 200 tiimor ve 30 lenfosit
niikleusu segildikten sonra sayim islemi bitirildi.
Ezilmis, parcalanmis veya iist iiste binmis hiicreler
calismaya alinmadi. Goriintii kaydetme islemi bit-
tikten sonra, olgulara ait goriintiiler teker teker goz-

den gegirilerek niikleer membraninda asir1 diizen-
sizlik bulunan niikleuslar dejenere kabul edilerek 6l-
¢limden ¢ikarildi. Daha sonra, internal kontrol igin
optik yogunluklarmin varyasyon katsayis1 %8 den
fazla olmayan lenfositler referans hiicresi olarak ka-
bul edilerek ploidi kalibrasyonu yapildi. Referans
hiicrelerin DNA dorugunun, diploid tiimor hiicrele-
rinin dorugundan farkli oldugu durumlarda diizelt-
me faktori hesaplandi. Diizeltme faktoriiniin he-
saplanmasi i¢in diploid alandaki tiimor hiicrelerinin
ortalama DNA indeksi, referans hiicrelerinin DNA
indeksi ortalamasina boliindii. Sonugcta, olgular icin
DNA indeks grafikleri elde edildi ve DNA histog-
ramlarin1 degerlendirmede kullanilan bir yontem
olan Auer simiflandirmasma” gore yorumlanarak
gruplara ayrildi Tip I histogramda diploid popiilas-
yon gosterildi; diger histogram tipleri anaploid po-
piilasyonlar icin kullanild1 (Sekil 1, 2).

Hastalarin daha 6nce tan1 asamasinda kullanilan
patoloji preparatlar1 yeniden incelenerek keratini-
zasyon, diferansiasyon, invazyon derinligi, invaz-
yon tiirii, perindral invazyon, lenfosit infiltrasyonu
ve tiimor nekrozu degerlendirildi.

Tim analizler SPSS 10.0 (SPSS for Windows,
SPSS Inc., Chicago, II., USA) paket programi kullani-
larak yapildi. Tanimlayic istatistikler ortala-
mazstandart sapma ya da %95 giiven aralig1 seklin-
de verildi. Siirekli degiskenler i¢in normallik testle-
rinden sonra, bagimsiz gruplarin karsilagtirilmasi
i¢in t-testi kullanildi. Nitelik degiskenler aras: iligki-
ler Pearson ki-kare testi, Fisher kesin ki-kare testi ve
Kendall tau-b katsayilari ile arastirildi. Sagkalim ¢o-
ziimlemesi icin Kaplan-Meier yontemi kullanilda.
Sagkalim ile ilgili degiskenler arasindaki iliskiler

TABLO1

ANAPLOID VE DIPLOID TUMORLERIN EVRE, TUMOR YERLESIMI VE UYGULANAN
TEDAVI YONTEMLERINE GORE DAGILIMI

Anaploid Diploid
Say1 Yiizde Say1 Yiizde e p
Evre I 12 414 9 60.0 1.374 0.342
I, IV 17 58.6 6  40.0
Yerlesim Supraglottik 13 448 8 533 1.709 0.426
Glottik 13 448 7 467
Subglottik 3 10.3
Tedavi Cerrahi 17  58.6 11 733 0.925 0.510
Cerrahi + radyoterapi 12 414 4 26.7
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Cox regresyon (Forward Wald) analizi ile arastirild1.
Yanilma diizeyi olarak o=0.05 segildi.

BULGULAR

Calismaya alman 44 olgunun 29unda (%65.9)
anaploid, 15’inde (%34.1) diploid 6zellikli tiimor belir-
lendi. Yas ortalamasi anaploid tiimorlii olgularda
57.44+11.90, diploid tiimérlii olgularda ise 53.53+9.85
olarak hesaplandi. Anaploid ve diploid tiimorlerin
yerlesim yerine, evrelerine ve uygulanan tedavi yon-
temlerine gore dagilimi Tablo I'de sunuldu.

DNA ploidi ile diferansiasyon, keratinizasyon,
invazyon derinligi, infiltrasyon paterni, lenfosit in-
filtrasyonu, perindral invazyon ve tiimor nekrozu
arasinda anlamli bir iligki saptanmadi (p>0.05).
Anaploid ve diploid tiimorlerde histopatolojik 6zel-
liklerin dagilimi Tablo II'de sunuldu.

Lenfadenopati, anaploid tiimoérlerin %38’inde,
diploid tiimorlerin %20’sinde goriildii; ancak lenfa-
denopati ile DNA ploidi arasinda anlamli bir iliski
bulunamadi (’=1.714, p=0.424). Orta derecede dife-
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TABLO II
DNA PLOIDININ TUMOR HISTOPATOLOJIK OZELLIKLERI ILE ILISKiSI
Anaploid Diploid
Say1 Yiizde Say1 Yiizde e p

Diferansiasyon 1yi 4 13.8 6 40.0 4.123 0.127
Orta 19 655 6 40.0
Az 6 207 3 20

Keratinizasyon Nonkeratinize 9 31.0 3 20.0 0.607 0.500
Keratinize 20 69.0 12 80.0

1nvazyon derinligi <9 mm 1 379 6 31.3 0.090 1.000
>9 mm 18 621 10 66.7

Infiltrasyon tiirii Infiltratif 22 759 9 600 1332 0514
Ttici 4 138 4 267
Mikst 3 103 2 133

Lenfosit infiltrasyonu 1yi 12 414 10  66.7 4.380 0.112
Orta 13 4438 2 13.3
Kota 4 138 3 20.0

Perinoral invazyon Var 15 517 6 40.0 0.545 0.535
Yok 14 483 9 60.0

Tumor nekrozu Var 5 17.2 3 80.0 0.051 1.000
Yok 25 828 12 200

ransiye tiimorlerin %32’sinde, az derecede diferansi-
ye tiimorlerin %66.7’sinde lenfadenopati saptanir-
ken iyi derecede diferansiye tiimorlerde lenfadeno-
pati gortilmedi. Perindral invazyon bulunan tiimor-
lerin %52.4’tinde, bulunmayanlarin %13.tinde len-
fadenopati saptandi. Lenfadenopati goriilme orani-
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Sekil 3 - Anaploid ve diploid tiimorlii olgularda yi§iliml
sagkalim egrileri.
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nin, perinoral invazyon bulunan (=7.830, p=0.009)
ve az derecede diferansiye olan (;’=9.705, p=0.008)
tiimorlerde anlamli olarak daha fazla oldugu belir-
lendi. Invazyon derinligi (’=0.004, p=1.000), invaz-
yon tiirii (’=0.328, p=0.849), lenfosit infiltrasyonu
(x'=0.619, p=0.734) ve tumor nekrozu (x’=1.490,
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p=0.242) ile lenfadenopati varlig1 arasinda anlamh
bir iliski bulunamad.

Bes yillik sagkalim oraninin, tiimérlerin DNA
ploidi 6zelligine gore ve diger histopatolojik 6zellik-
lerine gore dagilimi Tablo III'te sunuldu. Diploid tii-
morlerde beg yillik sagkalim orani anlaml derecede
daha yiiksek bulundu (x’=4.364, p=0.048). Perinjral
invazyon varlig1 (’= 9.501, p=0.004) ve invazyon de-
rinliginin 9 mm’nin {izerinde olmas1 (x’=5.216,
p=0.045), bes yillik sagkalimi anlamli olarak azaltan
diger faktorler olarak degerlendirildi.

Kaplan-Meier sagkalim analizi yapildiginda, y1g1-
Iimli sagkalm orami anaploid tiimérlerde 57. ayda
%55, diploid tiimorlerde 65. ayda %86 olarak saptan-
di1 (Sekil 3). Ortalama sagkalim siiresi anaploid timor-
lerde 94.72 ay (dagihm 69.38-120.07 ay), diploid tii-
morlerde 126.13 ay (dagilim 105.65-146.61 ay) bulun-
du. Bu iki grubun sagkalim siireleri karsilastirildigm-
da, aralarmdaki farkin istatistiksel olarak anlaml ol-

dugu goriildii (Log rank=4.40; p=0.036). Cerrahi uy-
gulanan anaploid olgularda yedinci ayda %94.12 olan
sagkalim olasihgimn 31. ayda %58.82'ye diistiigii; bu-
na karsilik diploid olgularda sagkalim olasihgmm 20.
ayda %90.91 ve 26. ayda %81.82 oldugu goriildii. Sa-
dece cerrahi tedavi uygulanan olgularda ortalama
sagkalim siireleri ise anaploidi grubu icin 97.53 ay (da-
gilm 63.66-131.40 ay), diploidi grubu icin 120.36 ay
(dagilim 93.23-147.50 ay) bulundu (Sekil 4). Cerrahi te-
davi ve radyoterapinin birlikte uygulandig1 anaploid
olgularda 12. ayda %91.67 olan sagkalim olasihginn
57. ayda %50'ye distiigii gozlendi. Anaploid olgular-
da ortalama sagkalim stiresi 84.75 ay (50.13-119.37 ay)
bulundu. Diploid olgularm tiimiiniin sansiirlenmis
olmasi nedeniyle sagkalim olasii$1 hesaplanamadi
(Sekil 5). Uygulanan tedavi yontemleri ile birlikte ta-
bakalandirilarak yapilan sagkalim analizinde, diploid
ve anaploid tiimorlerde sagkalim siireleri arasinda an-
lamli farklilik bulundu (Log rank=4.21; p=0.040).

TABLO III

DNA PLOIDI VE TUMOR HISTOPATOLOJIK OZELLIKLERI iLE 5 YILLIK
SAGKALIM ARASINDAKI ILiSKi

5 yillik sagkalim
Say1 Yiizde x p

DNA ploidi Diploidi 13 86.7 4.364 0.048
Anaploidi 16 55.2

Diferansiasyon 1yi 8 80.0 5.547 0.062
Orta 18 72.0
Az 3 33.3

Keratinizasyon Keratinize 20 625 0.607 0.500
Non-keratinize 9 75.0

1nvazyon derinligi <9 mm 14 875 5.216 0.045
>9 mm 15 53.6

Invazyon tiirii Infiltratif 19 613 2.032 0.362
Itici 87.5
Mikst 3 60.0

Lenfosit infiltrasyonu 1yi 14 63.6 0.149 0.928
Orta 10  66.7
Kot 5 71.4

Perinéral invazyon Var 9 42.9 9.501 0.004
Yok 20 87.0

Tumor nekrozu Var 5 62.5 0.051 1.000
Yok 24  66.7
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Sekil 5 - Cerrahi ve radyoterapinin uygulandi$r olgularda
DNA ploidiye gore yigilimli sagkalim egrileri.

Cox regresyon analizi sonucunda sagkalim ile di-
ger degiskenler arasindaki iliski anlamli bulundu
(’=8.867; p=0.003). Regresyon modeline katilan de-
giskenlerden DNA ploidi (p=0.042) ve perinéral in-
vazyonun (p=0.009) bagimsiz prognostik faktorler
oldugu gorildi.

TARTISMA

Larenks kanserlerinde DNA ploidi incelemesi,
diger organ tiimorlerine paralel olarak 1980'li y1llar-
da yogunlasmaya baslamistir. DNA igeriginin nice-
liksel analizi flow sitometri ve goriintii analizi yon-
temleri ile yapilabilmektedir. Flow sitometri teknigi
ile 20.000-30.000 gibi ¢ok sayida hiicrenin analizi ki-
sa stirede yapilabilirken, goriintii analizi tekniginde
¢ok daha kisith sayida (150-200) hiicre analiz edil-
mektedir. Goriintii analizi yonteminde hiicrelerin
patolog tarafindan secilerek belirlenmesi, nekrotik
ve tiimor olmayan hiicrelerin inceleme diginda bira-
kilmasini saglamaktadir.”” Her iki yontem de bas ve
boyun boélgesi yass1 epitel hiicreli karsinomalarinda
DNA ploidisi hakkinda birbirine yakin dogrulukta
sonug vermekle birlikte, flow sitometri tekniginde
normal hiicreler ender olarak anaploidiyi maskele-
yebilmektedir.”

Yass: epitel hiicreli larenks kanserlerinde anaplo-
idi orani gesitli calismalarda %25-66 arasinda degis-
mektedir.””"” Calismamizda larenks yass1 epitel
hiicreli kanserlerinde %65.9 oraninda anaploidi sap-
tanmustir. Supraglottik tiimorlerin %61.9'unda, glot-
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tik tiimorlerin ise %65’inde anaploidi goriilmekle
birlikte, bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bu-
lunmamistir. Subglottik tiimoérlerin tiimiinde anap-
loidi saptanmus; ancak olgu sayis1 yetersiz oldugun-
dan degerlendirme dig1 birakilmistir. Danic ve ark.”
ile Cooke ve ark.,"" supraglottik tiiméorlerde anaplo-
idi oranmi daha yiiksek bulurlarken; Toffoli ve
ark."” supraglottik tiimorler ve glottik tiimorler ara-
sinda anaploidi oran1 bakimindan anlamli bir farkli-
lik gormemislerdir. Tiimor yerlesimi ile DNA ploidi
arasmdaki iligki belirsizligini halen siirdiirmektedir.

Primer tiimor boyutunun ve evresinin anaploidi
ile yakindan iliskili degiskenler oldugu, evre III ve
IV larenks kanserlerinde anaploidinin anlamli ola-
rak daha fazla goriildiigi bildirilmistir.” Caligma-
mizda da evre III ve IV olgularda anaploidi daha sik
gozlenmesine ragmen, bu fark istatistiksel olarak
anlaml yonde bulunmamustir.

DNA ploidinin prognoza olan etkisi meme, over,
mesane, akciger kanserleri gibi bazi solid tiimorler-
de iyi bilinmesine ragmen larenks kanserlerinde he-
niiz tam olarak netlik kazanmamigtir.” Anaploidi,
radyoterapi ile tedavi edilen T1 glottik tiimoérlerde,
tedavi sonrasi niiks goriilen tiimorlerde %80, niiks
gozlenmeyen tiimorlerde ise %38 oranlarinda bildi-
rilmistir."” Walter ve ark.”” DNA polidi ile radyotera-
piye duyarhilik iliskisinde, radyoterapiye direncli
olan tiimorlerin tiimiiniin anaploid, duyarl olan tii-
morlerin ise biiyiik 6l¢iide diploid oldugunu bildir-
mislerdir. Kaplan ve ark."" 46 bas-boyun yass: epitel
hiicreli karsinomda yaptiklar1 calismada, DNA
anaploidisini tiimor boyutu ile iliskili bulmuslar ve
prognostik énem tasidigini belirtmislerdir. Rua ve
ark."” Nj ve N tiimorleri birlikte degerlendirdikle-
rinde diploid ve diploid olmayan tiimoérlerin sagka-
Iim bakimindan farklilik gostermedigini; ancak sa-
dece Nj tiimorler degerlendirildi§inde anaploidinin
prognozu azalttigin belirtmislerdir. Danic ve ark.”
larenks kanserlerinde DNA ploidi ile sagkalim ara-
sindaki iligkiyi tek degiskenli istatistiksel analizler-
de anlamli bulmuslar; ¢ok degiskenli istatistiksel
analizlerde anlaml iligki gozlememislerdir. Cooke
ve ark."" anaploid ve diploid tiimérlerin sagkalim
oranlar1 arasinda anlaml bir farklilik belirleyeme-
mislerdir. Goldsmith ve ark." anaploid tiimérlerde
prognozun daha iyi oldugunu belirtmislerdir. Calis-
mamizda DNA ploidi, larenjeal kanserli olgularda
bes yillik sagkalim ve yigiliml sagkalim stiresi baki-
mindan anlaml bir faktor olarak goriilmiistiir.
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Hiicresel diferansiasyonun azlig1 bazi caligmalar-
da kétii prognozla iligkili bulunurken,"*"” baz1 calig-
malarda iligkili bulunmamigtir."" Bryne ve ark."”
timoriin genel histolojik diferansiasyonundan ¢ok,
timornormal doku smirindaki diferansiasyonun
prognoz ile baglantili oldugunu bildirmislerdir. Ca-
lismamizda, tiimor diferansiasyonu azaldik¢a bes
yillik sagkalim oraninin azaldig1 gozlenmis; ancak
bu iliski istatistiksel olarak anlaml1 diizeye ulasma-
mustir. Iyi derecede diferansiye tiimor belirlenen 10
hastanin dordiinde (%40), orta derecede diferansiye
timorlia 25 hastanin 19’unda (%76), az derecede di-
feransiye tiimorlii dokuz hastanin altisinda (%67)
anaploidi saptanmistir. Az sayida olgunun deger-
lendirildigi benzer bir ¢alismada ise anaploidi iyi
derecede diferansiye tiimorlerin %57’sinde, orta de-
recede diferansiye tiimorlerin %18’inde, az derecede
diferansiye tiimérlerin %25 inde saptanmugtir.” Bazi
tiimorlerde iyi diferansiasyon bulunmasi halinde
daha ¢ok diploidi, az diferansiasyon olmasi halinde
ise anaploidi bulundugu ve tiimor diploidisinin, di-
feransiasyonun belirlenmesi i¢in kullanilan niikleer
derecelendirme sistemine bir alternatif olabilecegi
bildirilmistir.”” Ancak, calismamizda tiimér diferan-
siasyonu ile DNA ploidi arasinda anlamli bir iliski
bulunamamuistir. Bu nedenle, larenks kanserlerinde
DNA ploidi ¢alismasinin, hiicre diferansiasyonunu
belirlemeye yonelik niikleer derecelendirme sistemi-
ne alternatif olamayacag: goriisiindeyiz.

Calismamizda, larenks kanserlerinde boyunda
lenf nodu tutulumu ile tiimoriin DNA ploidisi ara-
sinda bir iliski kurulamamuistir. Bu sonug, Myers ve
ark.nin” 91 hastada bildirdikleri sonuglarla uyum
gostermektedir. Lenf nodu tutulumunu, az derecede
diferansiye ve perinoral invazyon bulunan timor-
lerde belirgin olarak daha fazla oranda saptadik.

Eksizyon sinirina daha yakin ve normal dokuya
yildiz seklinde infiltrasyon yapan tiimorlerde ytik-
sek oranda niiks ve daha kotii prognoz bildirilmis-
tir.”” Calismamiz sonucunda ise invazyon tiiri ile
DNA ploidi, beg yillik sagkalim ve lenf nodu metas-
taz1 arasinda bir iliski kurulamamustir.

Invazyon derinligi, gesitli bag ve boyun bolgesi
tiimorlerinde boyun lenf nodu metastazi olasiliginin
bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.”"*" Yilmaz
ve ark.”" larenks kanserli 93 olguda, invazyon derin-
liginin 3.25 mm veya daha tizerinde oldugu olgular-
da servikal lenf nodu metastazini anlamli derecede
daha fazla bulmuslardir. Calismamizda invazyon
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derinligi ile lenf nodu metastazi arasinda iliski kuru-
lamamasina karsin, bu sonug, yapilan diger ¢alisma-
lardan farkl olarak, 9 mm’den az ve ¢ok invazyon
derinligi bulunan hasta gruplarinin karsilastirilmis
olmasindan kaynaklanmis olabilir. Invazyon derin-
ligi 5 mm’den az olan hasta sayisindaki yetersizlik,
istatistiksel bir karsilastirma yapabilmek icin 9
mm’den az invazyon derinligi bulunan hastalarin
tek bir grup olarak degerlendirilmesini zorunlu kil-
mustir. Invazyon derinligi ile DNA ploidi arasinda
da iliski saptanmamustir.

Perinoral invazyon, yassi epitel hiicreli karsi-
nomda lokal niiksii ve bolgesel lenf nodu metastazi
sikligini artiran, sagkalimi azaltan bir faktor olarak
kabul edilmektedir.”* Perinéral invazyon varligin-
da tedavinin radikal olmasi, radyoterapi ve kemote-
rapinin cerrahi tedaviye eklenmesi gerektigi ileri sii-
riilmektedir.”” Tleri evre tiimorlerde perinoral invaz-
yon artis gostermekte ve perindral invazyon bulu-
nan tiimorlerde lenf nodu metastazi goriilme olasili-
&1 artmaktadir. Perinoral invazyon ile DNA ploidi
arasinda ise bir iliski saptanmamustir. Histopatolojik
incelemede perinoral invazyon saptanan hastalarin
boyun lenf nodu metastazi agisindan daha dikkatli
degerlendirilmesi gerektigini diisiiniiyoruz.

Giiniimiizde molekiiler biyoloji ve immiinhisto-
kimya alanlarindaki gelismeler 1s181nda, DNA plo-
idinin yan sira p53, Ki67, PCNA (proliferating cell
nuclear antigen) gibi tiimoriin biyolojik 6zelliklerine
dayanan prognostik faktor arayislar: hiz kazanmis-
tir”* Larenks kanserlerinde yiiksek p53 oranlar:
bildirilmistir.** Basut ve ark.” p53 geni ile timor
evresi, diferansiasyonu, servikal lenf nodu varligi
arasinda bir iligki bulunmadigini belirtmiglerdir.
Spafford ve ark.” p53 varliginin, geg evre tiimorler-
de metastaz durumuna bakmaksizin kétii prognoz-
la birliktelik gosterdigini; Ki67'nin ise larenks kan-
serlerinde prognostik degerinin olmadigini bildir-
miglerdir. Yiiksek PCNA indeksinin lenf nodu me-
tastaz1 ve kotii prognozla iligki gosterdigi belirtil-
mistir.”*”" Sara¢ ve ark.” PCNA indeksinin timor
proliferasyonunu, gizli lenf nodu metastazin1 ve
prognozu tahmin etmede tiimor derecesinden ¢ok
daha 6nemli bir degisken oldugunu; bu nedenle la-
renjeal karsinomada uygulanacak tedaviyi belirle-
mede ve prognozun degerlendirilmesinde kullanila-
bilecegini ileri stirmiiglerdir. Liu ve ark.” hastaliksiz
sagkalim ve toplam sagkalim stireleri ile PCNA ve
Ki67 arasinda ters iligki bulundugunu gostermisler-
dir. Golusinski ve ark."” larenjeal kanserli hastalarda
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DNA ploidinin onkoprotein p53 ve Ki67 ile anlamlh
iliskide oldugunu, PCNA ile anlaml iliski gosterme-
digini belirterek, PCNA'nin proliferasyon gosteren
hiicrelerin degerlendirilmesinde yararinin olmadig-
n1 savunmuslar; hastali§in biyolojisinin degerlendi-
rilmesinde yararlanilabilecek testler olarak DNA
ploidi, Ki67 ve p53'ii gostermislerdir.

Incelenen faktorler regresyon analizi ile deger-
lendirildiginde, DNA ploidi ve perinoral invazyo-
nun prognoz bakimindan bagimsiz faktorler olduk-
lar1 saptanmistir. Bu ¢alismada DNA ploidinin la-
renks kanserlerinde énemli bir prognostik faktor ol-
dugu bulunmasina karsin, yapilan diger calismalar-
da farkli sonuglarin elde edilmis olmasi kesin bir hii-
kiim ileri siirmeyi engellemektedir. Bu konuda daha
kesin goriisler, ancak tiimorlerin yerlesim yerleri,
evreleri, lenfadenopati varligi, uygulanan tedavi
yontemleri gibi noktalarin standart hale getirildigi
biiyiik hasta gruplariyla yapilacak ¢alismalarla orta-
ya konabilecektir.
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