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Ozet

Larinks kanseri, eriskinlerde tiim kanserlerin %2'sini olusturur. Larinks kanserlerinde
prognozu etkileyen ¢ok sayida faktdr tanimlanmakla birlikte, en 6nemlisi lenf nodu
metastazidir.

Son yillarda hiicre proliferasyonunun prognoza etkisi ile ilgili galismalarin sayis1 gide-
rek artmaktadir. Ki67, hiicre proliferasyonunu degerlendirmede kullanilan giivenilir
bir belirleyici olarak kabul edilmektedir. Larinks kanserlerinde de Ki67'nin histolojik
grade, metastaz, niiks ve sagkalim ile iligkisi aragtirllmis ve farkly sonuglar elde edil-
mistir.

Bu ¢alismada larinks skuaméz hiicreli karsinomlarinda Ki67 ekspresyonu; hasta yas,
timor capi, timor lokalizasyonu, iltihabi ve desmoplazik yant, lenfovaskiiler, perino-
ral ve kikirdak invazyonu, lenf nodu metastazi ve evre ile kargilagtinildi. Ki67 ekspres-
yonu ile lenf nodu metastazi arasinda pozitif iliski bulundu (p=0,007). Diger paramet-
relerle iligki gosterilemedi. Bu sonuglar larinks kanserlerinde Ki67' nin bagimsiz prog-
nostik faktor olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Larinks karsinomu, Ki67, prognoz

Summary

Laryngeal carcinomas accounts Jor 2% of all cancers in adults. While many factors
have been evaluated as potential prognostic indicators, the most significant one is the
lymph node metastasis.

In recent years the number of studies about the cell proliferation effect on prognosis
are getting higher. Ki67 is expected as a relieable marker in evaulating the cell proli-
feration. In laryngeal carcinomas, the relation of Ki67 with histologic grade, metas-
tasis, recurrence and survey was searched and different results were obtained.

In this study, Ki67 expression in laryngeal squamous cell carcinomas was compared
with patient age, tumor size, tumor site, inflammatory and desmoplastic response,
lenfovascular, perineural and cartilage invasion, lymph node metastasis and stage. A
positive correlation was found between Ki67 expression and lymph node metastasis
(p=0.007). There was no significant association between Ki67 and the other parame-
ters. These results suggest that Ki67 can be used as an independent prognostic factor
in laryngeal carcinomas.
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GIRIS
Larinks kanseri erigkinlerde tiim kanserlerin
%02'sini olusturur (V. Erkeklerde bu oran %?2.2, ka-
dinlarda ise %0,4'tiir @. Larinks malignitelerinin
%96's1 skuamoz hiicreli karsinom (SHK) olup, bas

boyun bdlgesindeki bu cins malignitelerin %26's1
larinkste yerlegmistir 2-5),

Larinks SHK'larinda, biyolojik davranis belir-
leyen ve tedaviye yon veren ¢ok sayida prognostik
faktor (evre, anatomik lokalizasyon, tiimér capi,
histolojik grade vb.) tanimlanmakla birlikte, en

onemli prognostik faktor lenf nodu metastazidir
.7),

Son yillarda hiicre proliferasyonunun prognoza
etkisi ile ilgili calismalarin sayisi giderek artmakta-
dir. Yiiksek proliferasyon hizina sahip tiimérlerin
prognozu daha kotiidiir (28),

Ki67, hiicre proliferasyonunu degerlendirmede
kullanilan giivenilir bir belirleyici olarak kabul
edilmektedir. Bir¢ok sistem tiimérlerinde (meme,
akciger, 6zofagus, bobrek ve prostat kanseri, ma-
lign melanom, nonhodgkin lenfoma, glial tiimérler)
yliksek Ki67 orani kotii prognostik faktor olarak
gosterilmigtir ®13), Larinks kanserlerinde de, ¢ok
sayida ¢aligmada, Ki67'nin histolojik grade, metas-
taz, niiks, radyoterapiye cevap ve sagkalim ile

iligkisi arastirilmug, farkli sonuglar elde edilmigtir
(8.14-21)

Bu calismada larinks SHK'larinda, hiicre proli-
ferasyon belirleyicisi olan Ki67 ekspresyonu ile
hasta yas1, timor capi, tiimér lokalizasyonu, il-
tihabi ve desmoplazik yamt, lenfovaskiiler, pering-
ral ve kikirdak invazyonu, lenf nodu metastaz ve
evre arasindaki iligkiyi degerlendirmek amaglan-
mistir.

MATERYAL ve METOD

Galismamizda Aralik 2000-Ekim 2003 tarihleri
arasinda Haseki Egitim ve Arastirma Hastanesi,
Kulak Burun Bogaz Klinigi'nde larinks karsinomu
nedeniyle opere edilerek patoloji laboratuarinda in-
celenen olgular tarandi ve segilen 60 olgu (59 er-
kek, 1 kadin) ¢aligma kapsamina alindi. Olgular
35-82 yaglan arasinda olup, ortalama yas 58,3+
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9,71 idi. Olgulara ait tiim preparatlar yeniden géz-
den gegirilerek degerlendirildi. Immiinhistokimya-
sal inceleme igin tiimore ait en uygun bloklar segil-
di.

Olgulara ait klinik bilgiler arsiv kayitlarindan
elde edildi. Tan1 anindaki yas, 60 yas alt1 ve iistii
olarak 2 gruba ayrildi. Primer tiimériin en biiyiik
¢apmna gore, 4 cm'den biiyiik ve 4 cm'den kiiciik
olarak iki grupta degerlendirildi. Tiimor, larinkste-
ki yerlesim yerine gore supraglottik, glottik, trans-
glottik olarak 3 gruba ayrildi. Histolojik grade; ke-
ratinizasyon derecesi, pearl formasyonu, timér
hiicreleri arasindaki interseliiler képriilerin varlig
dikkate alinarak iyi, orta ve az diferansiye (grade
1,2,3) olarak simiflandirildi. Tiimér ¢evresi iltihabi
ve desmoplazik yamt subjektif olarak zayif, orta ve
siddetli seklinde belirtildi. Lenfovaskiiler, perindral
ve kikirdak invazyonu degerlendirildi. Primer tii-
mor (T), lenf nodlarinin durumu (N), uzak metas-
taz (M) varligi ya da yoklugu degerlendirildi.
AJCC (American Joint Committee on Cancer) kri-
terlerine gore evrelendirme yapilarak erken evre
(evre 1-2) ve ileri evre (evre 3-4) olarak gruplandi-
rildu.

Immiinhistokimyasal inceleme

Timorlerin 2-3 pm'lik parafin kesitleri, énce-
den Histogrip'le (Zymed) muamele edilmis lamlara
alinarak, bir gece etiivde 37°C'de bekletildi. Kesit-
ler ksilende berraklastirilip, alkol igerisinde rehid-
rate edildi. Antijeni agiga ¢ikarmak icin, kesitler
10mM sitrath tampon (pH 6) igerisinde mikrodalga
firinda 3x5 dakika 1sitildi. Ayni tampon igerisinde
20-30 dakika oda 1s1sinda sogumaya birakildi. Do-
kulardaki endojen peroksidaz aktivitesini ortadan
kaldirmak igin, kesitlere %3'liik hidrojen peroksit
¢ozeltisi damlatilip 10 dakika beklendi. Daha sonra
sirastyla, protein blok soliisyonu (TA-125-UB, Lab
Vision Corp. Fremont, CA, USA, 10dak), primer
antikor Ki67 Ab-2 (Klon MB67, Mouse monoklo-
nal antibody, Neomarkers, Fremont, CA, USA, 80
dak.), sekonder antikor (TA-125-BN, Lab Vision
Corp. Fremont, CA, USA, 10 dak.) ve streptavidin-
HRP ile islemden gegirildi (TA-125-HR, Lab Visi-
on Corp. Fremont, CA, USA, 10dak.). Kromojen
olarak aminoethyl carbazole (TA-125-HA, Lab Vi-
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sion Corp. Fremont, CA, USA, 20 dak.) kullanildi.
Her islemden sonra kesitler PBS ile calkalandu.
Son olarak Mayer hematoksilen ile zit boyama ya-
pilip, kapatildi. Negatif kontrol, primer antikor ba-
samag@inin atlanmasi ile yapildi. Ki67 icin internal
pozitif kontrol olarak, epitel bazal tabakasi ve ger-
minal merkezler kullanildi.

Degerlendirme

Immiinhistokimyasal incelemede Ki67 pozitif-
ligi, niikleer boyanma olarak izlendi. Tiimor igeri-
sinde, boyanmanin en yaygin izlendigi alanda, top-
lam 1000 hiicre sayildi. Pozitif reaksiyon gdsteren
hiicreler belirlendi ve yiizdeleri hesaplandi. Boyan-
ma siddeti dikkate alinmadi. Degerlendirmeler,
Olympus Bx50 151k mikroskobunda, 400x (40x ob-
jektif lens, 10x okiiler lens, 0,151 mm?) biiyiitmede
yapildi.

Verilerin istatistiki analizi SSPS/PC+ progra-
minda ki kare (chi square) testi, Fisher's exact test,
Kruskal Wallis varyans analizi, Mann Whitney-U
testi kullanilarak yapildi. 0,05'in altindaki p deger-
leri anlamli kabul edildi.

SONUCLAR

Ki67 ekspresyonu: Immiinhistokimya ile pozi-
tif reaksiyon niikleer boyanma seklinde goriildii
(Resim 1). Ki67 ile boyanma en diisiik %1, en yiik-
sek %76,6 olarak izlendi. Ortalama deger %34,73
(SS: 15,77), medyan deger %31,60't1. Ki67 ile lenf
nodu metastaz1 arasinda pozitif iligki saptandi
(p=0,007). Lenf nodu pozitif olgularda, Ki67 orani,
lenf nodu negatif olgulara gore yiiksek olarak iz-
lendi. Ki67 ile diger parametreler (yas, ¢ap, grade,
lokalizasyon, iltihabi yanit, desmoplazik yanit, lenf
damari invazyonu, kan damari invazyonu, perind-
ral invazyon, kikirdak invazyonu, T kategorisi, ev-
re) arasinda iligki gosterilemedi (Tablo 1).

TARTISMA

Larinks kanserleri, bag-boyun bélgesinin en sik
goriilen, uygun tani ve tedavi yontemleri uygulan-
diginda tedaviye en iyi cevap veren kanserlerin-
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dendir 22, Aym yasta, lokalizasyonu ve TNM si1-
nmiflamasi1 ayni, tedavi girisimleri benzer hasta
gruplarinda gozlenen prognoz farkliliklari, timé-
riin davranigini etkileyen ve ilerlemesinde rol oy-

nayan bagka faktorlerin oldugunu diigiindiirmekte-
dir (22-23),

Hiicre proliferasyonu, mitoz sayimu, flow sito-
metri, timidin labeling indeks veya immiinhisto-
kimyasal olarak hiicre siklusu icerisinde yapilan
proteinlerin (Ki67, PCNA, siklinler vb.) tayini ile
olgiilebilir. Yiiksek proliferasyon hizina sahip ti-
moérlerin prognozu daha kotiidiir @. Ki67 hiicre
proliferasyonunun degerlendirilmesinde sik kulla-
nilan, giivenilir bir belirleyicidir (13.13), [lk kez
1983'de Gerdes ve arkadaslari tarafindan tanimlan-
mus, tonsil germinal merkez hiicreleri, epitel bazal
hiicreleri ve intestinal epitelin kript hiicreleri gibi
prolifere hiicrelerde gosterilmistir. Ki67, hiicre sik-
lusunun Go fazi disinda tiim fazlarinda bulunan
nonhistone niikleer proteindir. 345 ve 395 kd agir-
lifinda iki molekiilden olusur ve geni 10. kromo-
zom iizerinde yer alir 1724, Immiinhistokimya ile
Ki67 i¢in pozitif niikleer boyanma gosteren hiicre
yiizdesi, proliferatif fraksiyonu gésterir. Agresif tii-
morlerde bu oran yiiksektir 89, Birgok sistem tii-
morlerinde (meme, akciger, 6zofagus, bobrek ve
prostat kanseri, malign melanom, nonhodgkin len-
foma, glial tiimorler) yiiksek Ki67 oram kétii prog-
nostik faktor olarak gosterilmistir ©-13),

Larinks kanserlerinde hiicre proliferasyonun
prognozdaki rolii tartigmalidir. Caligmalarin bir
kisminda yiiksek proliferasyon indeksi, erken niiks
veya kisa sagkalim siiresiyle iligkili bulunurken
(6.16,1821) " digerlerinde proliferasyon indeksi ile
prognoz arasinda iligki gosterilememistir (!9, Ce-
ligkili sonuglarin nedenleri arasinda, farkli hasta
populasyonlarinin se¢imi (grade, stage, timor loka-
lizasyonu vb.), farkli teknik degerlendirme metot-
lar1, farkli antikor kullanimi ve sinirli olgu sayisi
gosterilebilir (10.18),

Larinks kanserlerinde lenf nodu metastazi en
onemli prognostik faktdr olarak gosterilmektedir
(6.25-27), Sagkalim siiresi, niiks, niiks hiz1 ve tedavi-
de baganisizlik, pozitif lenf nodu ile iliskilidir. Lenf
nodu pozitif ve negatif grup arasinda sagkalim ora-
ninda belirgin bir fark olmakla beraber, sagkalim
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Resim 1. A) Iyi diferansiye SHK olgusunda, diigiik Ki67 pozitifligi, B) Az diferansiye SHK olgusunda, yaygin Ki67 pozitifligi

(Ki67,x125)

sadece pozitif ve negatiflige degil, tutulan lenf no-
dunun diizeyine de baghdir. Klinikte iist ve orta Jju-
guler bélgede pozitif lenf nodu varhginin, diger
bélgelere gore daha iyi prognoza sahip oldugu gos-
terilmistir 26.28). Tutulan lenf nodu sayisinin, prog-
nostik 6nemi olmadig: diisiiniilmekle birlikte: lig-
ten fazla lenf nodunun tutulumunda mortalitenin
%65'ten %84'e ¢iktigr bildirilmistir 142629), Lenf
nodu metastazi olan hastalarda 5 yillik sagkalim
orant %29-%54 arasinda iken, lenf nodu metastazi
olmayan olgularda %64-%94,5 arasinda degismek-
tedir GO),

Calismamizda larinks SHK'larinda lenf nodu
metastazi ile Ki67 arasinda istatistiksel olarak an-
lamlr iligki saptanmigtir. Buna gére lenf nodu pozi-
tif olgularda Ki67 oran, lenf nodu negatif olgulara
gore daha yiiksektir. Calismacilarin bir kismi da bi-
zimle aym sonuca ulagsmistir (1821, Ancak farkly
goriig bildiren galigmalar da mevcuttur (6:15.16),
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Caligmacilarin bir kismu, larinks SHK 'larinda
histolojik grade ile Ki67 arasinda iliski bulamaz-
ken, (132D digerleri iligkili oldugunu ileri siirmiis-
lerdir 17.18) Buna gore yiiksek gradeli tiimorler,
yiiksek Ki67 indeksine sahiptirler.

Galismalarin bir kisminda, Ki67 ile T kategori-
si ve evre arasinda anlamli iligki bulunamazken,

(3.1521) digerleri iliskili oldugunu gostermislerdir
(6.11,18)

Agikalin ve arkadaglari, 18 larinkste tiimor lo-
kalizasyonu ile Ki67 arasinda iliski gosterememis-
lerdir. Aym galismada, farkli olarak hasta yast ile
Ki67 arasinda pozitif iligki saptanmustir.

Bu calismada Ki67 ile diger parametreler (yas,
¢ap, grade, lokalizasyon, iltihabi yanit, desmopla-
zik yamit, lenf damari invazyonu, perinéral invaz-
yon, kikirdak invazyonu, T kategorisi, evre) arasin-
da iligki gosterilemedi.
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Tablo 1. Larinks SHK larinda Ki67 ekspresyonu ile klinikopatolojik parametrelerin kargilagtirimast

Ki67
Parametre Kategori Vaka sayisi Ortalama Standart sapma p
Yasg <60 34 37.547 16.421 0.109
> 60 26 31.065 14.358
Cap (cm) <4 41 34.037 16.834 0.588
>4 19 36.253 13.482
1 11 25.827 11.330 0.100
Grade 2 22 38.055 16.328
3 27 35.667 15.992
supraglottik 24 37.633 15.331 0.332
Lokalizasyon glottik 14 29.700 16.431
transglottik 22 34.786 15.734
iltihabi zayIf 15 41.060 17.468 0.174
yanit orta 26 31.531 15.011
siddetli 19 34.137 14.704
Desmoplazik zayif 23 31.765 17.933 0.510
yanit orta 26 36.965 12.534
siddetli 11 35.691 18.239
Lenf damar gorilemedi 32 32.181 16.209 0.179
invazyonu mevcut 28 37.661 15.004
Kan damari gorilemedi 54 34.246 16.229 0.347
invazyonu mevcut 6 39.167 10.773
Perindral goriilemedi 47 33.879 16.260 0.392
invazyon mevcut 13 37.846 13.991
Kikirdak gorilemedi 42 36.483 17.368 0.117
invazyonu mevcut 18 30.667 10.508
T 1-2 13 38.938 19.457 0.369
3-4 47 33.577 14.622
Lenf nodu Yok 40 30.565 13.552 0.007*
metastazi Var 20 43.085 16.888
Evre 1-2 11 33.891 16.430 0.851
3-4 49 34.929 15.786
*p<0,05 anlamli

Larinks kanserlerinde Ki67 orani, tedaviye ce-
vap vermeyen olgularda, tedaviye iyi cevap veren
olgulara gore daha yiiksek olarak bildirilmigtir (%),
Bu da Ki67'nin tedaviye cevabi belirlemede 6nemli
bir kriter olabilecegini ve Ki67 oraninin yiiksek ol-
dugu olgularda daha agresif tedavi segeneklerinin
uygulanmas: gerektigini diisiindiirmektedir.
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Sonug olarak larinks kanserlerinde lenf nodu
metastazi kotii prognostik faktor olarak bilinmekte-
dir. Ki67 ekspresyonunun dier parametreler ile
iliskili olmayip, lenf nodu metastaz ile pozitif ilis-
kili olmasi, larinks kanserlerinde Ki67'nin bagim-
s1z prognostik faktor olarak kullanilabilecegini dii-
siindiirmektedir.





