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OZET: Bu galismada larinksin skuaméz hicreri karsinomundan DNA igerigi ve C-erb B-2 onkoprotein ekspresyonunun prognostik degeri aragtinlmistir. Calismaya larinksin
skuaméz hicreli karsinomuna sahip 41 vaka dahil edilmigtir. DNA analizi igin formalinde tesbit edilip parafinde bloklanan dokularin kesitleri kullaniimigtir. DNA analizi
yapilar 38 vakanin 6'sinda diploidi, 32 sinde ise aneuploidi gorilmagtir. C-erb B-2 immin boyanmasi tiim vakalarda negatif olarak saptanmigtir. Bu galigma larinksin
skuaméz hiicreli karsinomlaninda parafin kesitlerde belirlenen DNA igeriginin prognostik bir bilgi vermeyecegini disindirmektedir. C-erb B-2 onkoproteinin negatif
olmasi larinks timdrlerinin en azindan bir kisminda bu proteinin eksprese edilmedigini gbstermektedir.
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SUMMARY: PROGNOSTIC SIGNIFICANCE OF DNA CONTENT AND C-ERB B-2 ONCOPROTEIN IMMUNOREACTIVITY IN SQUAMOUS CELL CARCINOMAS OF
THE LARYNX. A CELL IMAGE ANALYSIS AND IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDY: Prognostic value of DNA concent and C-erb B-2 oncoprotein expression of
squamous cell carcinoma of larynx was investigated in this study. 41 cases with squamous cell carcinoma of larynx were included in the study. Formaline fixed and
paraffin embedded tissue sections were used for DNA analysis. Diploidy was found in 6 and aneuploidy was found in 32 cases among 38 cases analysed for DNA.
C-erb B-2 immunoreactivity was negative in all cases. This study suggests that there is not a prognostic significance of DNA content determined on paraffin sections
in squamous cells carcinoma of the larynx. The negative C-erb B-2 staining in all our cases shows that this oncoprotein may not be expressed in at some cases of

laryngial squamous cell carcinomas.
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GIRIS

Larinksin skuamoz hicreli karsinomlarinda prognozun
tahmini genellikle klinik verilere gore yapilmaktadir. Cerrahi
tedaviler ve radyoterapi uygulamalan bazi vakalarda yeterli
olmamakta, bazilarinda ise gereginden fazla olmaktadir(1).
Tumérlerin biyolojik davranisi belirlemek tedavinin dogru ve
etkin olarak planlanmasina olanak saglamaktadir. TUmor
davranisini belirlemek amaci ile nikleer DNA igerigi ve on-
kogenlerin tayini son zamanlarda yapilan bir ¢ok arastirma-
nin konusunu olusturmaktadir.

Yapilan ¢alismalarda bu timérlerin DNA miktar ile biyo-
lojik davranisi arasinda anlami bir iliski oldugu bildirilmistir
(2,3). Larinksin aneuploid timérlerinin genellikle yiksek
niks orani ve kétli prognozla iligkili oldugu bildirilmekte-
dir(2,3).

C-erb B-2, epidermal growth faktér reseptor ailesinden
bir onkoprotein olup, bu genlerin asiri ekspresyonunun yik-
sek proliferatif aktivite, diislik nukleer grade ve bdlgesel lenf
nodu yayilimi ile iligkili oldugu gdsterilmistir(4). Meme kan-
serleri basta olmak (zere adenokarsinomlarin birgogunda
yiksek dizeyde C-erb B-2 ekspresyonunun kéti prognozla
iligkili oldugu bildiriimektedir(5). Caligmamizda parafin kesit-
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Sekil 1: Meme kanserinde C-erb B-2 onoprolein i¢in kuvvetli
boyanma (X440).

lerde DNA icerigi ve C-erb B-2 ekspresyonu arastiriimis ve
bulgular vakalarin postoperatif seyri ile karsilastiriimistir.
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Sekil 2: Larinks kanserinde C-erbB-2 onkoprotein icin
negatif boyanma (X440),

nomu tanisi ile tedavi ve takip edilen 41 vaka dahil edilmis-
tir. Hastalar 401 erkek, 1'i kadin olup, ortalama postopera-
tif 3 yil (6 ay-9 yil) sire ile takip edilmislerdir. Vakalarin la-
renjektomi materyalleri ya da biyopsi érneklerinin % 10 luk
tamponlu formalinde tespit edilip parafinde bloklanan doku-
larindan 5pm kalinhginda kesitler alinip hematoksilen-eo-
sin ile boyanmistir. Timérlerden segilen bloklarin kesitleri-
ne biotin streptavidin peroksidaz teknigi ile C-erb B-2 on-
koprotein (Biogenex, USA) icin imminohistokimyasal boya-
ma yapilmistir. Pozitif kontrol olarak meme kanserine ait
kesitler kullaniimigtir. C-erb B-2 ekpresyonu i1sik mikrosko-
bu altinda degerlendirilmistir.

Ayni bloklardan hazirlanan 10 ym kalinhigindaki kesitler,
Feulgen-pararosaniline teknigi ile boyanmistir. Feulgen bo-
yali kesitler degerlendirme yapilincaya kadar karanlik ortam-
da tutulmustur. Bu kesitler SAMBA 4000 gérintl analiz sis-
teminin Ploidy 4.04 (Alcatel TITN Answare, 1994) progra-
minda analiz edilmistir. Her preparatta timér alanlarinda izo-
le, intakt en az 100 hiicre sayilmistir. Eksternal referans ola-
rak fare karacigeri imprintleri kullaniimistir. Corrective (dog-
rulama) faktérii 1.19 olarak belirlenmistir. Vakalar; C-erb B-2
ekspresyonu, DNA icerigi, hiper-hipodiploidi ve aneuploid pik
sayis| parametreleri ile yagsam siiresi agisindan Fisher exact
testi kullanilarak istatiksel olarak irdelenmistir.

BULGULAR

Kontrol dokularinda (meme kanseri) kuvvetli pozitif bo-
yanma goériilmesine karsin (Sekil 1), larinks kanserli 41 vaka-
nin higbirinde C-erb B-2 ekspresyonu saptanmamistir (Sekil
2). DNA igerigi yoniinden Feulgen-pararosaniline teknigi ile
incelenen 41 vakadan 3'G suboptimal boyanma nedeni ile
degerlendirme digi birakilmistir. 38 vakanin DNA icerigi tab-
lo | de gosterilmistir. Vakalar DNA paternine gére diploid (Se-
kil 3) ve aneuploid olarak siniflanmistir. Aneuploid vakalar
ise hipodiploid (Sekil 4), hiperdiploid, tek aneuploid ve mul-
tipl aneuploid (Sekil 5) olarak ayriimistir.

Hastalar 6 ay ile 9 yil arasinda takip edilmis olup, 5 has-
ta 1 yil sonunda élmustir. 36 hasta ise bir niiks belirtisi ol-
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Sekil 3: Diploid bistogram.

maksizin yasamaktadir. Hastalarimiza ait materyalde DNA
icerigi, hiperhipodiploidi durumu ve aneuploid pik sayisi ile
postoperatif yasam siresi arasinda anlamli bir iliski bulun-
mamistir(P>0.05). ;

TARTISMA

Larinksin skuaméz hicreli karsinomunda C-erb B-2 reak-
tivitesi, bilgilerimize gore ingilizce literatiirde sadece iki ¢alis-
mada arasgtirilmis olup, bunlardan birinde ekspresyon sap-
tanmig ve bunun prognostik énemine dikkat gekilmigtir(6).
Digerinde ise bu marker igin pozitif boyanma saptanmamis-
tir(7). Bizim caligmamizda kontrol dokularinin kuvvetli reakti-
vitesine karsin larinks kanserlerinin bu onkoproteini ekspre-
se etmedigi gorllmistir. Larinks karsinomlarinda aneuploidi
orani farkh galismada %45-87 arasinda saptanmistir(8,9).
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Sekil 4: Hipodiploid histogram.
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Sekil 5: Hiperdiploid, multiploid histogram.

Bu timérlerde DNA igerigi ile prognoz arasinda geligkili so-
nuglar bildirilmistir. Iki caligmada aneuploid timérlerde nilks
oraninda artig ve hastaliksiz dénem siresinde kisalma sap-
tanmistir(10,11). Diger bir galismada ise aneuploidinin la-
rinks timaorlerinde daha iyi prognoz gostergesi oldugu bildi-
rilmigtir(12). Ancak caligmalarin gogunda aneuploidinin bu
timorlerde kotl prognoz ile iligkili oldugu wvurgulanmis-
tir(1,10,11,13,14). Bizim galismamizda ise timdrlerin DNA
icerigi ile vakalarin prognozu arasinda anlamli bir iligki sap-
tanmamistir(P<0.05).

Hicre goérinti analiziyle ploidy tayininde genellikle
imprintler veya Hedley teknigi ile hazirlanan hiicre siispansi-
yonlari kullaniimaktadir(15,16,17). Parafin kesitlerin Feulgen
yontemi ile boyanarak DNA icerigi yéninden analizi son za-
manlarda denenmekte olan bir ydntem olup (13) bu amagla
kullanilabilirligi heniiz kanittanmamigtir. Bu yontem prostat
(18) ve karaciger timorleri (19), jinekolojik timérler(20) ve
meme kanserlerinde (21) nilkleer DNA miktarini tayin etmek
amaci ile denenmistir. Bizim ¢alismamizda; vakalarin gogun-
da multiploidy saptanmasi timér hiicrelerinin nikleuslarinin
degisik diizeylerden kesilmesine ve incelenen niikleus kesit-
lerinde farkli DNA miktarinin varhigina bagh olabilir. Bu y6n-
temle DNA icerigi tayininin belirlenebilme dogrulugunun da-
ha objektif olarak degerlendirilebilmesi igin, ayni vakalardan
Hedley teknigi ile hiicre slispansiyon hazirlanarak DNA ana-
lizi yapip elde edilen degerlerin karsilagtinimasi gerekmekte-
dir. Bu amaca yonelik multisentrik bir proje ¢calisma grubu-
muz tarafindan sirdirilmektedir.

Sonug olarak; bu ¢alisma, larinksin skuaméz hiicreli kan-
serlerinde parafin bloklardan yapilan kesitlerde DNA icerigi-
nin belirlenmesinin prognostik yarari olmadigini disiindir-
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mektedir. Larinksin skuaméz hicreli kanserlerinde C-erb B-
2 oncoprotein ekspresyonu ile iligkili olarak literatiirdeki az
sayida galigmalarda elde edilen farkli bulgularin daha genis
caligsmalarla degerlendiriimesi gerekmektedir.
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