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OZET

LARINKS KARSINOMLARINDA D2-40
IMMUNOREAKTIVITESININ KLINIKOPATOLOJIK
PARAMETRELERLE KARSILASTIRILMASI

Dr. Yasemin KIBAR
Uzmanlik Tezi, Patoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Kemal BAKIR
Subat 2008, 46 Sayfa

Lenfatik endotel hiicrelerini gostermekte kullanillan bir immiinohistokimyasal
belirte¢ olan D2-40, farklh tiimor tiplerinde kullanilarak cok sayida calisma yapilmuistir.
Larinks karsinomlar1 bas boyun bolgesinin en sik gorilen timorleridir. Larinks
karsinomlarinda, lenfnodlarina metastaz, bircok organda oldugu gibi prognostik 6neme
sahiptir. Lenfanjiogenez, lenf noduna metastazin erken bir gostergesi olup, bu ¢aligmada
D2-40 ile gosterilebilen lenfatikler ve D2-40 ile boyanan timor hiicreleri ile bazi
klinikopatolojik parametreleri karsilastirmay:r amacladik.

Calismamizda Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dalinda tani
almis 114 larinks skuamoz hiicreli karsinom olgusu degerlendirmeye alinmistir. Bu
olgulardan 6's1 kadin, 108'i erkek olup, yas araliklari 35-87 arasinda degismektedir.
Olgulardan 43'linde servikal bolge lenf nodlarina metastaz mevcut iken 71 olguda
metastaz izlenmedi.

D2-40 ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda, peritiimoral alanda
izlenen lenfatik sayisi, 0-41 arasinda degismekte olup ortalama deger 12'dir.
Intratiimoral alandaki lenfatik sayist 0-30 arasinda olup ortalama deger 5 olarak
saptanmustir. Lenf nodu metastazi olan ve olmayan gruplar, peritiimoral alandaki
lenfatik sayilar1 acisindan karsilastirildiginda, lenf nodu metastazi olmayan grupta,
lenfatik sayilarinin duisiik oldugu izlenmistir. Evre ile peritiimoral alandaki lenfatik
sayillar1  karsilagtirlldiginda, Ozellikle evre 4'de lenfatik sayisinda artig dikkati
¢cekmektedir.

Timor hiicrelerindeki boyanma ile grade karsilastirlmasinda, iyi diferansiye
timorlerde, orta/az diferansiye tiimorlere oranla tiimor hiicrelerinde daha yiiksek
boyanma oranlar izlenmistir. Sonug istatistiksel olarak anlamlidir (p=0.011).

Lenfatik sayilar ile lenf nodu metastazi, grade, yerlesim yeri arasinda anlamli bir
iliski saptanmamustir.

Her ne kadar, calismamizda, larinks karsinomlarinda D2-40 prognostik parametre
olarak saptanamamigsa da, daha genis caligmalarla desteklenerek, Ozellikle lenf nodu
metastazi olmayan olgularda, D2-40 oranina gore takip yapilabilecegi akilda
tutulmalidir.

Anahtar kelimeler: Laringeal karsinom, D2-40, Lenfanjiogenez



ABSTRACT

THE COMPARISON OF D2-40 IMMUNOREACTIVITY
WITH CLINICOPATHOLOGIC PARAMETERS iN
LARYNGEAL CARCINOMA

Dr.Yasemin KIBAR, MD
Residency Thesis, Department of Pathology
Supervisor: Prof. Kemal BAKIR, MD
February 2008, 46 Pages

Various investigations had been made in different tumor types with D2-40 that it is
immunohistochemical marker for lymphatic endothelial cells. Laryngeal carcinomas are
the most common tumors that are seen in head and neck. Metastasis to lymph nodes in
laryngeal carcinoma have a prognostic significance like the other several organs.
Lymphangiogenesis is an early indicator of metastasis to lymph nodes and in this study
we aim to compare the lymphatics which can be shown by D2-40 and tumor cells that
are stained by D2-40 with some clinicopathologic parameters.

in our study, 114 cases which have had the diagnosis of laryngeal squamous celi
carcinoma have been used. Six of the patients were female and 108 of the patients vvere
male and the age range is among 35-87 years. Cervical lymph node metastasis are
present in the 43 of the cases and are not present in the 71 of the cases.

in the immunohistochemical staining vvhich is made by D2-40, lymphatics numbers
that are seen in peritumoral area change among 0-41 and the mean is determined as 12.
Lymphatic numbers that are present in intratumoral area are among 0-30 and the mean
is determined as 5. When the lymphatic numbers in peritumoral area is compared with
the groups which have lymph node metastasis or the groups vvhich haven't lymph node
metastasis, lovver lymphatic numbers are seen highly in the group vvhich haven't lymph
node metastasis. When the lymphatics numbers peritumoral area is compared with
stage; especially in stage-4, the increase in the lymphatic numbers attracts attention.

in the comparison of the staining in tumor cells with the grade, higher staining rates
are seen in the vvell differentiated in proportion to moderate/poorly differentiated tumor.
The result is meaningful as statistically (p=0.011).

The correlation among lymphatics numbers, lymph node metastasis, grade and
tumor site couldn't be seen.

Although, in our study D2-40 couldn't be seen as prognostic parameter in laryngeal
carcinoma; that should be kept in mind; with wider investigations, especially cases
vvithout lymph node metastasis can be follovved according to the D2-40 rate.

Key vvords: Laryngeal carcinoma, D2-40, Lymphangiogenesis
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1. GIRIS VE AMAC

Larinks karsinomlari, tim diinyada, ozellikle erkeklerde sik goriilen bag-boyun
bolgesi timorleridir. En sik yerlesim yeri glottik bolge olmakla birlikte, supraglottik
bolge yerlesimli tiimorlerin oram1 da oldukga fazladir (1). Supraglottik bolge yerlesimli
timorler, gerek uzun stire klinik bulgu vermemeleri, gerekse zengin lenfatik dolagima
sahip olmalar1 ve bu nedenle sik lenfatik metastaz yapmalar1 nedeniyle ayr1 bir dneme
sahiptirler.

Karsinomlar metastazlarimi lokal yayilim, lenfatik yol ve daha az oranda hematojen
yolla yaparlar. Larinks karsinomlarinin lenf nodu metastazlar1 en sik servikal bolge lenf
nodlarina olmaktadir. Tiimor dokusundaki lenfanjiogenez, tiimoriin lenf nodu metastazi
yapip yapmayacagl hakkinda 6nemli bir gostergedir. Lenf nodu metastazinin varligr ise
rekiirrens ve mortalite riskinde artist beraberinde getirmektedir. Bu nedenden dolayz,
tedavi seklinin planlamasinda, lenf nodu metastazinin varhigi veya yoklugu onem arz
etmektedir.

Lenf damarlarinin varligi ve bu damarlarda tiimor invazyonunun olup olmadigi
her ne kadar hematoksilen eozin boyal1 preparatlarda degerlendirilebiliyor ise de zaman
zaman yardimci yontemlere ihtiyac duyulmaktadir. Bu yontemlerden biri olan
immiinohistokimyasal boyama teknigi, lenf damarlarinin vaskiiler yapilardan ayriminda
kullanilmaktadir.  Lenf damarlarmmi  gostermek  amaciyla  kullanilan  bircok
immiinohistokimyasal belirteg bulunmaktadir. Bunlar LYVE-1, Prox-1, podoplanin ve
D2-40 gibi antikorlardir (2,3,4).

D2-40, siyaloglikoprotein 0zelliginde monoklonal bir antikordur (5). Lenfatiklerin
endotel hiicrelerine spesifik olarak baglanir. Bu nedenle lenfatik endotelini ve 6zellikle
primer tiimoriin lenfatik invazyonunu gostermekte oldukga yararlidir (6). Prostat, oral
kavite, mesane, cilt, meme, mide, serviks karsinomlar1 gibi ¢esitli organlarda D2-40

kullanilarak yapilmig baz1 calismalar mevcuttur (3,4,7-11).



Biz, ¢alismamizda D2-40 kullanarak, peritimoral ve intatiimoral alandaki lenfatik
sayilarini degerlendirdik. Elde edilen bu degerler ile timor, grade, evre, yerlesim yeri,

lenf nodu metastazi arasindaki iliskiyi ortaya koymayi1 amacladik



2. GENEL BILGILER

2.1. D2-40

D2-40, son donemlerde  kullanilmaya  baslanilan  immiinohistokimyasal
belirteglerdendir. 40 kDa agirliginda, siyaloglikoprotein oOzelliginde monoklonal bir
antikordur (5,12). Gergekte bir onkofetal membran antijeni olup, embriyonik
donemdeki testis ile testikiiler ve ovarian germ hiicreli tiimorlerden salinir. Embriyonik
donemdeki testisde, immatiir sertoli hiicrelerinden salinimui piiberteye kadar devam eder
iken eriskin testis dokusunda bulunmaz (5,13,14). D2-40 antikoru, yliksek oranda
lenfatik epitelden salinan, musin tipinde bir transmembran proteini olan podoplanine
baglanir (5).

D2-40, Ienfatik endotelyal hiicreleri gostermede yiiksek oranda sensitif ve
spesifiktir. Ancak arteriol, veniil veya Kkapiller morfolojisi gosteren kan damari
endotellerinde boyanma gostermez (15). Boyanma paterni sitoplazmiktir. Lenfatikleri
boyama Ozelliginden dolayr lenfatik dokudan koken alan timorleri ya da lenf
nodlarindaki tiimor invazyonunu gostermesi agisindan oldukca yararlidir (16).

D2-40 ile ilgili yapilan ¢esitli ¢alismalarda bircok tiimorde salinimi gosterilmistir.
Fukunaga'nin (12) ve Hansen ile arkadaglarinin (17) cesitli vaskiiler timor tiplerini
karsilastirdigi ¢alismalarinda, Kaposi sarkomu, kaposiform hemanjiyoendotelyoma,
hobnail hemanjiyomada D2-40"in yiiksek oranlarda salindigi tespit edilmistir. Normal
plevrada D2-40 salimmmi oldukga dustik seviyelerdedir. Bhalla (13) ve arkadaglarinin
effuzyon sitoloj isinden hazirlanan hiicre bloklariyla yaptiklar1 ¢alismada, D2-40 ile
malign mezotelyomalarda yiiksek oranda pozitiflik saptanmistir. Benzer sekilde Mimura
ve arkadaslarinin (16) c¢alismasinda da, D2-40'm malign mezotelyoma ile
adenokarsinoma ayriminda faydali oldugu ve mezotelyoma lehine boyanma gosterdigi
saptanmistir.

D2-40 varligi santral sinir sisteminde hem neoplastik hem de nonneoplastik
dokularda gosterilmistir. Huse ve arkadaslarinin (18) yaptigi calismada D2-40"1n diistik

dereceli kondrosarkomalarda pozitif boyandigi, kordomalarda ise boyanma



gostermedigi saptanmis olup, D2-40'in bu iki tiimor ayriminda faydali olan ilk
immunohistokimyasal belirte¢ oldugu bildirilmistir. Takei ve arkadaslarinin (19) yaptigi
calismada ise, bir santral sinir sistemi tiimori olan kapiller hemanjioblastom ile bazi
timorlerin ayiric1 tanis1 yapilmaya calisilmistir. Bu calismada beyin metastazi yapmis
renal hiicreli karsinom ile karsilastirildiginda D2-40'in kapiller hemanjiyoblastom
lehine boyanma gosterdigi saptanmistir. Uterin servikse ait yapilan caligmalarda da
Hematoksilen eozin kesitlerinde goriilemeyen timor hiicrelerinin lenfatik invazyonlari
D2-40 ile gosterilmistir. Bu sayede servikal biyopsilere uygulanacak D2-40

boyamasinin rekiirrens riskini azaltmada onemi vurgulanmustir (14,20).

2.2. LARINKSIN EMBRIYOLOJISI

Larinksin supraglottik kismi, oral kavite ve orofarinksin gelisimi ile iligkili olarak
3. ve 4. brankial arklardan gelisir. Glottik ve infraglottik bolge ise trakea ve
akcigerlerle baglantili olarak 6. brankial arktan gelisir. Bir kistm arastirmacilar larinksi,
superior ve inferior olmak tlizere 2 ana kisma ayirmiglardir. Bu ayrim, farkli koken ve
genis lenfatik dolasima bagli olarak yapilmistir. Bu arastirmacilara gore embriyolojik
koken, larinks karsinomunun yayilimini gostermesi agisindan onemlidir.

Respiratuar tomurcugun ilk embriyolojik goriinimii yaklasik 21. giinde, embriyo 3
mm iken ortaya cikar. Bu donemdeki yariklanma foregutun tst kismina komsu, 4.
brankial arkin iizerindedir. Inferior kismin gelisimi ise pulmoner sistem ile baglantilidir.
Larinksin ilk gelisen kismi epiglottur ancak intrauterin yasamin 5. haftasina kadar
gorilemez.

Larinksin smirlart 6 mm'lik embriyoda segilebilir. Bu zaman, respiratuar
yariklarima kapanmaya baslamadan oncedir. Aritenoid kikirdak olusumu ile kapanma
tamamlanir. 60-70. giinlerde , embriyo 30 mm'dir ve vokal kordlar farklilasmaya baslar.
Larinksin embriyolojik gelisimi sirasinda en az 30 farkli konjenital malformasyon

tanimlanmustir (21).

2.3. LARINKSIN ANATOMISI

Larinks elastik koni, kikirdak, intrensek ve ekstrensek kaslar, submukoza, ve
miikoz membrandan olusur. Elastik koni gercek vokal kordlarin giiglii yapisini saglar.
Elastik doku, yalmzca kordun serbest kisminin mukozasi altinda kalinlagmstir. Elastik

koninin bu kismina vokal ligaman adi verilir. Makroskopik olarak miik6z membran



altinda beyaz bant seklinde goriiliir. Vokal ligaman onde tiroid kikirdagin tizerine
arkada aritenoid kikirdagin vokal olusumu icerisine girer.

Larinksin major kikirdaklart krikoid, tiroid ve cift aritenoid kikirdaklardir. Bu
major kikirdak yapilart hyalin tiptedir. Bunlarin aksine epiglot, cok sayida fenestrasyon
iceren, elastik kikirdaktan olugsmaktadir. Tiroid ve krikoid kikirdaklarda kalsifikasyon,
erkeklerde, yasamin 2. dekatinda baglar. Kadinlarda ise daha ge¢ donemde olur. Yash
kisilerde, tiroid kikirdak siklikla ossifiyedir. Tiroid kikirdak ossifikasyonu, laringeal
karsinom yayilimini degerlendirmek acisindan Onemlidir. Tiroid kikirdagin aksine
hyalin kikirdak ise, belki de anjiyogenezi inhibe eden faktorler icermesi nedeniyle,
neoplazi yayilimina direnclidir.

Krikoid ve tiroid kikirdaklar birbirleri ile eklem yiizeyi olustururlar fakat
hareketleri her ikisini birbirine baglayan giiclii ligamanlarla sinirlandirilmistir. Aritenoid
kikirdaklar krikoid kikirdak ile eklem yiizeyi olusturur. Krikotiroid ve krikoaritenoid
eklemler diiz sinovyal hucrelerle doselidir.

Larinksin kaslar1 iki gruba ayrilir. Ekstrensek kaslar, larinkse komsu yapilardan
koken alir ve tiroid, krikoid ve aritenoid kikirdaklara yapisir. Bunlar; omohyoid,
sternohyoid, sternotiroid ve tirohyoid kaslardir. Intrensek kaslar ise krikotiroid,
posterior krikoaritenoid, lateral krikoaritenoid ve tiroaritenoid kaslaridir. Lateral
krikoaritenoid kas vokal kordlarn yaklastirirken, posterior krikoaritenoid uzaklastirir.
Ses ¢ikarilmasi esnasinda tiroaritenoid kas, tiroid kikirdaktan hafifce uzaklasir.

Anatomik olarak larinks ti¢ ana bolgeye ayrilmustir. Bunlar supraglottik, glottik ve
subglottik bolgelerdir. Supraglottik bolge, epiglottan gercek korda uzanir. Bu bolge
ariepiglottik fold, yalanci vokal kord ve ventrikilleri icerir. Ariepiglottik fold, arkada
epiglot tabanindan aritenoid kikirdak bolgesine uzanir. Yalanci vokal kordlar, gercek
vokal kordun tzerine uzanan mukoz membran uzantilanidir. Ventrikiiller yalanci
kordlarin altindadir ve gercek vokal kordlari ikiye boler. Glottik komponenti, gercek
vokal kordlar ve anterior komissiir olusturur. Subglottik bolge gercek vokal kordlarin
alt1 ile birinci trakeal kikirdak arasinda uzanir (1,21).

Larinksin sinirleri: Intrensek laringeal kaslar vagusun dallar ile innerve olurlar.
Vagusun superior laringeal dali ve rekiirren laringeal dali innervasyonu saglar.

Larinksin damarlan: Larinksin alt kismi inferior tiroid arterin dali olan inferior

laringeal arter ile kanlanir. Inferior laringeal arter, superior tiroid arterin dali olan



superior laringeal arter ile anastomoz yapar. Laringeal arterlere ayni isimli venler eslik
eder. Superior laringeal ven, Once superior tiroid vene oradan da internel juguler vene
dokiiliir. Inferior laringeal ven, inferior tiroid vene bosalir.

Larinksin lenfatikleri: Larinksin vaskiler yapilar1 boyunca uzanirlar. Supraglottik
lenfatikler superiora, subglottik lenfatikler inferiora drene olur. Glottik bolgede lenfatik
bulunmaz. Bazi laringeal lenfatikler tirohyoid membran, krikotrakeal ligament ve
superior trakea tizerindeki kiiciik lenf nodlarinda sonlanir. Bu nodlar derin servikal lenf
noduna drene olurlar. Supraglottik bolge lenfatikleri anterior juguler zincirde, subglottik
lenfatikler pretrakeal nodlar veya daha az olarak asagi servikal lenf nodlarinda sonlanir

(21).

2.4. LARINKSIN HISTOLOJISI

Yenidoganlarda larinks, gercek vokal kordlar harig, baslangicta silyali epitel ile
doselidir. Altinct ay civarinda, yalanci vokal kordlar tizerinde skuamoz epitel
gorilmeye baslanir fakat tamamen solunum mukozasi ile yer degistirmez. Epiglotun
lingual veya anterior yiizeyi, degismez olarak, stratifiye cok katli yassi epitel ile
doselidir. Epiglotun laringeal veya posterior yiizeyi, Ust kisimda stratifiye skuamoz
epitel, alt kistmda solunum tipi epitel ile ortiiliidiir. Infraglottik bolgede epitel solunum
tipi epiteldir. Glottik bolgede ise stratifiye skuamoz epitel mevcuttur. Sigara igmeyen
kisilerin yarisinda, supraglottik ve infraglottik bolgelerde, silyali epitel ile skuamoz
epitel karisik haldedir. Sigara i¢en kisilerde ise silyali solunum epiteli, siklikla skuamoz
epitel ile yer degistirmistir (1,21).

Larinksin silyali epitelinde, en altta kiiclik yuvarlak hiicrelerden olusan bazal tabaka
bulunur. Tek sirali bazal tabakanin uzerinde silyali kolumnar hiicreler yerlesir.
Kolumnar hiicre tabakasindaki nukleuslarin pozisyonunda degisiklikler, epitelde
pseudostrafiye goriinlime yol acar. Silyali tabaka cok kalinlasabilir, cok sayida veya
nadiren mukus sekrete eden hiicreler bulunabilir. Yogun musin oldugu zaman hiicreler
goblet halini alir ve ya epitelin orta kisimlarinda ya da ylizeye yakin yerlesebilirler.

Larinks skuamoz epitelinde bazal tabaka, kiicuk, dar sitoplazmah hiicrelerden
olusur ve ylizeye dik olacak sekilde yonlenmislerdir. Bu tabakada normalde mitoz

bulunur. Bazal tabakada, 6zellikle bazi irklarda, dendritik melanositler bulunabilir.



Laringeal mukozadaki skuamoz hiicreler, llimene dogru yonlenmis, genis nukleuslu,
yuvarlak hal almis, koyu kromatinli ve genis eozinofilik sitoplazmalidir. Skuamoz
epitelin kalinligit 5 hiicreden 25 hiicreye kadar degisebilir. Normalde larinksde
parakeratotik yiizey hiicreleri izlenmez. Sigara icimi gibi uzamis irritan maddelerle
karsilasma devam ederse keratin formasyonu ile iligkili, fokal parakeratoz odaklari
gorulebilir.

Gergek vokal kordun lamina propriasi, vokal ligaman ve skuamoz epitel arasinda
uzanan gevsek ya da siki bag dokudur. Bu alana Reinke boslugu denir. Reinke boslugu
birka¢ kapiller damar icerir ancak lenfatik bulunmaz. Nadiren seyrek seromusindz
glandlar olabilir (1,21). Bu simirh vaskiiler olusumun sonucu olarak karsinomlar, gercek
vokal kordda sinirli kalir ve kiiratif radyoterapi veya cerrahi tedavi yeterli olur. Reinke
boslugunun kotii lenfatik drenaji, bu bolgede anormal miktarda sivi toplandi§1 zaman,
vokal kordda nodul ve polip olusumuna yol agar. Benzer sekilde sesin kotii kullanimi
veya iist solunum sistemi enfeksiyonlar1 bu bolgede 6deme neden olur. Bu da klinikte
ses kisiklig1 ve ses cikaramama olarak kendini gosterir. Anterior komissiir gercek vokal
kordun aksine yogun kapiller damar, lenfatik ve seromusinoz gland icerir.

Gercek vokal kordda, skuamoz epitel ile silyali kolumnar epitel arasinda bir gecis
zonu bulunur. Bu zon, 12 mm kalmhigmdadir. Bu alanda kolumnar hiicreler buyiik

oranda, kiictik bazaloid veya immmatiir skuamoz hiicreler ile yer degistirirler (21).

2.5. LARINKS TUMORLERI
2.5.1. WHO Klasifikasyonu:
1) Malign epitelyal tiimorler
a) Skuamoz hiicreli karsinoma
- Verrukoz karsinoma
- Bazaloid skuamoz hiicreli karsinoma
- Papiller skuamoz hiicreli karsinoma
- Spindle celi karsinoma
- Akantolitik skuamoz hucreli karsinoma
- Adenoskuamoz karsinoma
b) Lenfoepitelyal karsinoma

¢) Dev hiicreli karsinoma



d) Malign tiikriik bezi tipi tiimorler
- Mukoepidermoid karsinoma
- Adenoid kistik karsinoma
2) Noroendokrin tlimorler
a) Tipik karsinoid
b) Atipik karsinoid
¢) Kiictik hiicreli karsinoma, néroendokrin tip
d) Kombine kiigtik hiicreli karsinoma, ndroendokrin tip
3) Benign epitelyal tiimorler
a) Papilloma
b) Papillomatozis
¢) Tiikriik bezi tipi adenomlar
- Pleomorfik adenoma
- Onkositik papiller kistadenoma
4) Yumusak doku tiimorleri
a) Malign tiimorler
- Fibrosarkom
- Malign fibroz histiositoma
- Liposarkoma
- Leiomyosarkoma
- Rabdomyosarkoma
- Anjiy o sarkoma
- Kaposi sarkomu
- Malign periferik sinir kilifi timori
- Sinovyal sarkoma
b) Borderline tiimorler
- Inflamatuar myofibroblastik timor
¢) Benign tiimorleri
- Schwannoma
- Norofibroma
- Lipoma

- Leiomyoma



- Rabdomyoma
- Hemanjioma
- Lenfanjioma
- Grantler hucreli timor
5) Hematolenfoid timorler
6) Kemik ve kikirdak tiimorleri
a) Kondro sarkoma
b) Osteosarkoma
¢) Kondroma
d) Dev hiicreli timor
7) Mukozal malign melanoma

8) Sekonder tiimorler

2.5.2. Epidemiyoloji ve Klinik:

Larinks karsinomlar1 erkeklerdeki tiim kanserlerin %2.2, kadinlarda %0.4 'Uni
olusturur. Cogu hasta 4. dekattadir ancak daha genc yaslarda da gorulebilir. Hastalarin
%96's1 erkektir. Ancak bazi iilkelerde kadinlarda sigara kullaniminin yayginlagmasina
bagh olarak gortilme siklig1 artmaktadir. Sigara baslica risk faktoridiir (1). Bunun yam
sira daha az oranda alkol, beslenme faktorleri, gastroozefagial reflu, asbest ve
radyasyon maruziyeti diger risk faktorleridir (22). Laringeal skuamoz hiicreli
karsinomlarda (SCC) HPV'nin rolii de gosterilmistir (1).

Klinikte, glottik tiimorler ses kisikligi yapar ve genelde kicik tiimorlerdir.
Supraglottik tlimorler glottik tlimorlerin aksine klinik olarak pek bulgu vermezler ve
tan1 konuldugu anda oldukg¢a bliyiimuslerdir. Epiglotttik tiimorlerde ses kalitesinde
degisiklik, havayolu obstriiksiyonu, disfaji ve/veya servikal metastaz izlenir. Piriform
sinus tiimorleri, genellikle biiytiktiir ve tipik olarak odinofaji veya otalji mevcuttur (23).

Larinks karsinomlar1 lokalizasyonlarina gore 4 ana tipe ayrilirlar. Bunlar glottik,
supraglottik, transglottik ve infraglottik karsinomlardir.

Glottik: Tim olgularin %60-65'ini olusturur. Kikirdak doku ile cevrili olmasi ve
lenfatik sayisinin azligi nedeniyle uzun stire lokalize kalirlar. Bu bolge tiimorleri
profilaktik lenf nodu diseksiyonu gerektirmezler. Tedavilerinde kordektomi veya

hemilarenjektomi yeterli olur.
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Supraglottik: Olgularin  %30-35'ini olusturur. Yalanci kord, ventrikiil ve/veya
epiglotun laringeal veya lingual ylizeyini tutar. Bu tiimorler preepiglottik alana dogru
yayiim goOsterme egilimindedir. Supraglottik karsinomalarin sadece %1'i glottise
yayilim gosterir. Lenf nodu metastaz insidanslart %40'dir. %20-35 olguda klinik olarak
lenf nodu bulunmamasina karsin, mikroskobik diizeyde okiilt metastazlar mevcuttur.
Tedavide radyoterapi veya larenjektomi uygulanir.

Transglottik: Tim olgularin %5'inden azmi olusturur. Laringeal ventrikiilii
vertikal olarak caprazlayan karsinomlar icin bu terim kullanilir. Lenf nodu tutulum
oranlar1 oldukca yulksektir. Bu lokalizasyondaki tiimorler igin elektif lenf nodu
diseksiyonu gereklidir. Tedavisi total larenjektomidir.

Infraglottik: Bu grup da olgularin %5'den azim olusturur. Gercek vokal korddan
itibaren 1 cm'den fazla asagiya uzanan tiimorler ve subglottik alanda sinirli olan
tiimorler ic¢in bu terim kullamilmaktadir. Ancak subglottik alanda simirlh tiimor oldukca
nadir goriiliir. Prelaringeal alan ve tiroid bezine invazyon yapabilir. % 15-20 oraninda

servikal lenf nodlarina, %50 oraninda paratrakeal nodlara metastaz yapar (1).

2.5.3. Skuamoz hiicreli karsinom

Larinks karsinomlarmin %95'ini SCC olusturur (22,23). SCC, ¢ogunlukla
supraglottik ve glottik bolgeden kaynaklanir. Anterior vokal kord en sik yerlesim
yeridir. Makroskopik lezyon, diiz plak tarzinda, polipoid veya ylizeyden kabarik,
ekzofitik sekilde olabilir. Timor yuzeyi siklikla tlseredir (1,23). Mikroskobik olarak
skuamoz diferansiyasyon invaziv formun karakteristik bulgusudur. Diferansiyasyon
derecesi, hiicresel pleomorfizm ve mitotik aktivite temel alinarak iyi, orta ve koti
diferansiye olarak smiflandirilmistir. Cogu glottik SCC iyi-orta diferansiye iken, diger
lokalizasyonlar- 6zellikle subglottik- yiiksek oranda orta/ kotii diferansiyedir (1).

Iyi diferansiye SCC, normal skuaméz epitele benzer. Orta diferansiye SCC'de mitoz
ve niikleer pleomorfizm belirgindir, ancak keratinizasyon daha az orandadir. Koti
diferansiye SCC'de ise immatiir hiicreler, cok sayida tipik ve atipik mitoz ile minimal
keratinizasyon izlenir (23).

SCC'de molekiiler diizeyde bircok ¢aligma yapilmis ve Ozellikle prognozla iligkileri
ortaya konulmaya calisilmistir. Bu nedenle yapilan bir grup calismada vaskiiler

endotelyal growth faktor (VEGF)'nin prognostik 6nemi gosterilmistir. VEGF endotelyal
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hiicreler icin oldukga spesifik potent mitojendir (24). Vaskiiler endotelyal hiicrelerde
proliferasyon, diferansiyasyon ve migrasyonu bir bagka deyisle anjiogenezisi uyarir.
Anjiogenezisin yiiksek oldugu dokuda ise invazyon ve metastaz olasiligr artar. SCC'li
hastalarda yapilan calismalarda, yiiksek diizeyde VEGF saliniminin, tiimorlerde ileri
evre ile iligkili oldugu gosterilmistir (25). Bir bagka calismada ise VEGF'nin p53 ve
indusibl nitrik oksit sentaz (INOS) ile olan iliskisi, anjiogenez ve prognoz iizerine olan
etkileri karsilagtinlmistir. p53 ve nitrik oksit de VEGF gibi anjiogenezin kontrol
mekanizmasi iizerinde etkilidir. p53, INOS geni iizerinde promoter bdlgededir. p53
genindeki bir mutasyon INOS ekspresyonunda artisa ve dolayisiyla VEGF salimminda
artisa neden olur. Bu calisma ile laringeal displazilerde yiiksek p53, VEGF ve INOS
diizeylerinin karsinom gelisme riskinde artisa neden oldugu gosterilmistir (26).

p53 ile c-erb-B2'nin birlikte kullanildigi bir caligmada p53 ile lenf nodu metastazi
arasinda ytiksek oranda iligki saptanirken c-erb-B2 ile benzer sonug elde edilememistir
(27). Endoglin (CD105) damar endotel hiicrelerinden salinan, proliferasyonla iliskili bir
proteindir. Hipoksiye duyarli olup, Ozellikle intratiimoral damarlardan salinir. Buna
iliskin yapilan calismada CD105 yiiksekliginin, SCC'lerde kotli prognoz ile iliskili
oldugu gosterilmistir (28).

Diinya saglik orgitiiniin (WHO) smiflamasina gore SCC'nin subtipleri, diger
malign epitelyal tiimorleri ve noroendokrin tiimorleri asagida 0zetlenmistir.

- Verriikoz karsinoma: SCC'nin non-metastatik iyi diferansiye formudur. Larinkste
en sik vokal kordlar tutar. En sik semptom ses kisikligidir. Makroskopik olarak keskin
sinirhi, ekzofitik kitle seklinde gortiliir. Mikroskopik olarak ise keratinizasyonu belirgin,
iyi diferansiye skuamoz epitelin, papillalar olusturur seklinde stromaya invazyonu
izlenir (23). Laringeal papiller hiperplazideki parakeratozisden ayrimi onemlidir (29).
Bazen verriikoz karsinoma SCC'ye eslik edebilir. Bu durumda "Hibrid karsinoma"dan
soz edilir. Bu tur karsinomlarda metastaz riski artmaktadir. Klinik olarak lenf nodu
palpe edilmedigi siirece verriikoz karsinomlarda boyun diseksiyonu uygulanmaz (30).
Prognozu oldukca iyidir (1,23).

- Bazaloid SCC: Laringeal karsinomlarin %1'den azini olusturur. SCC'nin yiiksek
dereceli, agresif bir formudur. Hem skuamoz hem de bazaloid komponenti igerir. En sik
piriform sintis ve supraglottik alana yerlesir. En sik semptomlart boyunda kitle ve ses

kisikligidir. Makroskopik olarak merkezi 1ilserasyon ve submukozal endurasyon
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gosteren, ekzofitik polipoid kitle goriiniimi vardir. Mikroskopik olarak bazaloid ve
skuamoz hiicre igerir. Bazaloid hiicreler kiuigiik, hiperkromatik nukleuslu ve dar
sitoplazmalidir. Solid, merkezinde komedonekroz iceren, periferik palizatlanma
gosteren, lobiiler yapilar halindedir. Mitoz, niikleer pleomorfizm siktir. Oldukca agresif
timorlerdir. Erken donemde lenf nodu ve uzak organ metastazi yaparlar (23,31).

- Papiller SCC: SCC'nin ekzofitik, papiller bliylime goOsteren bir varyantidir.
Larinks ve hipofarinks en sik yerlesim yeridir. Larinkste en cok supraglottik alanda
bulunur. Ses kisikligi ve havayolu obstruksiyonu en yaygin semptomlaridir.
Makroskopik olarak yumusak, polipoid, ekzofitik, papiller tiimor izlenir. Mikroskopide
ise papiller bliyiime paterni karakteristikdir. Kalin fibrovaskiiler kor etrafinda immatiir
bazaloid veya pleomorfik hiicre dizilimi mevcuttur. Minimal keratozis vardir. Klasik
SCC'den daha iyi prognoza sahiptir (23).

- Spindle hiicreli karsinoma: Bifazik tiimordir. Hem SCC'nin in-situ veya invaziv
formunu hem de mezenkimal goriinlimde malign igsi hiicreli komponenti icerir. Ancak
igsi komponent epitelyal orj inlidir. Larinksde en sik glottik bolgeyi tutar. Hastalarda
siklikla ses kisikligi, disfaji ve/veya havayolu obstruksiyonu vardir (23). Makroskopik
olarak polipoid goriiniimde, llserasyon ve fibrinoid nekroz igceren kitle gorinimi bu
tiimorler i¢in tipikdir (30). Mikroskopide cogunlugu igsi hiicre komponenti olusturur.
Goruntiim en cok fibrosarkoma ya da malign fibroz histiositoma benzer. Prognozu, evre,
bliyiime paterni, yerlesim yeri, igsi komponentin derinligi ve radyasyon maruziyeti olup
olmamasina gore degisir (23).

- Akantolitik SCC: SCC'nin nadir goriilen bir varyantidir. Timor hiicrelerinde
akantoliz ile karakterizedir. Bu tip genellikle deride glinese maruz kalan alanlarda
gorilmesine ragmen, larinkste de supraglottik alana yerlesir. Spesifik bir makroskopik
gorinimi  yoktur. Mikroskopik olarak tiimor SCC'den olusur ancak timor
adaciklarinda akantolize baglhi  glandiiler diferansiyasyon gorinimi  vardir.
Pseudoluminalar genellikle akantolitik ve diskeratotik hiicreler veya selliiler debris
icerir. Rekiirrens ve metastaz riski klasik SCC'ye oranla hafif artmistir (23,32).

- Adenoskuamoéz karsinoma: Nadir goriilen agresif bir neoplazmdir. SCC ve
gercek adenokarsinomanin her ikisini birden igerir. Larinks en sik yerlesim yeridir.
Hastalarda ses kisiklig1 vardir. Makroskopide siklikla tilserasyon gosteren, ekzofitik

polipoid kitle vardir. Mikroskopik olarak SCC ve adenokarsinoma komponenti birbirine
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yakin oranda izlenir. SCC komponenti, in-situ veya invaziv formda olabilir.
Adenokarsinom komponentinde tubuler yapilar, intraselliiler veya intraluminal musin,
tash yliziik benzeri goriiniim izlenir. SCC'ye gore daha agresif seyreder (23).
Lenfoepitelyal karsinoma: Reaktif lenfoplazmositik infiltratin  belirgin  oldugu
indiferansiye bir karsinomadir. Siklikla servikal lenf nodu metastazi eslik eder. Ebstein
Barr viriis (EBV) ile iliskilidir (1). Morfolojik olarak nasofaringeal karsinomadan ayirt
edilemez. Hastalarda ses kisikligi ve boyunda kitle hikayesi vardir. Makroskopik olarak
derin veya yiizeyel lilserasyon gosteren kitle formu izlenir. Mikroskopik olarak
indiferansiye karsinoma hiicreleri arasinda cok sayida kiiclik lenfosit ve plazma
hiicreleri bulunur. Agresif gidis gosterir (23).
Dev hiicreli karsinoma: Larinksin orjin ve histogenezisi acgiklanamayan, nadir gorilen
timorlerindendir (33). Bizar multinlikleer dev hiicrelerden olusan indiferansiye
karsinomadir.  Akcigerin giant celi karsinomuna benzer. Larinkste tiim
lokalizasyonlarda bulunabilir. Makroskopik goriintiisi SCC'den ayurt edilemez (23).
Mikroskopide pleomorfik siklikla multintikleer, asidofilik vakuole sitoplazmali dev
hiicreler, anaplastik timor hucreleri arasinda dagilmig sekilde izlenir. Mitozlar atipik ve
¢ok sayidadir. Kotii prognoza sahiptir (23,33).
Malign tiikriik bezi tipi tiimorler: Bu tiimorlerin %72'si maligndir. Ana gruplar;
mukoepidermoid karsinoma ve adenoid Kkistik karsinomadir.
Mukoepidermoid karsinoma (MEC): Nadir gortiliir, literatiirde sadece 100 vaka
bildirilmistir. Malign tikrik bezi tipi timorlerin 1/3Unt olusturur. En sik
erkeklerde gorilmekle birlikte ¢ocuklarda bildirilen vakalar mevcuttur. En sik
yerlesim yeri supraglottik bolgedir. Ilerleyici ses kisikligi vardir. Olgularin
yarisinda servikal lenf nodu metastazi vardir. Mikroskopisi herhangi bir
organdaki MEC ile benzerdir. Kotli prognoz gosterir.
Adenoid kistik karsinoma (ACC): Larinks karsinomalarinin 9%0.07-0.25'ini
olusturur. Literatiirde bildirilen sadece 120 vaka vardir. Esas olarak glottik ve
supraglottik alana yerlesir. Mikroskopik goriiniimii diger alanlardaki ACC ile
benzerdir (23).
Noroendokrin tiimorler: Bu tiimorler birkac alt gruba ayrilirlar. Bunlar goriilme
sikliklarina gore atipik karsinoid, kugcik hiicreli karsinoma-noroendokrin tip,

paraganglioma ve tipik karsinoiddir.
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- Tipik karsinoid: Diisiik dereceli malignite gosteren karsinoid tiiriidiir. Iyi
diferansiye noroendokrin karsinoma da denir. Larinksin en az goriilen
noroendokrin tiimoridir. Cogunlukla ariepiglottik alanda yerlesir. Makroskopik
olarak ortalama buytikliigi 0.5-3.0cm civarindadir. Mikroskopide pembe
sitoplazmali, kaba kromatinli, niikleol ve mitoz icermeyen hiicreler izlenir.
Diger organlardaki karsinoidlere gore daha agresif seyreder (23).

- Atipik karsinoid: Malign karsinoid de denir. Larinksin en sik goriilen
noroendokrin neoplazmidir. % 90'dan fazlasi supraglottik bolgede ariepiglottik
alan cevresinde yerlesir. Makroskopik olarak pembe renkli veya hemorajik,
submukozal veya polipoid kitle seklindedir. Mikroskopide tiimor dokusu kiigiik
adaciklar, trabekiiller, tabakalar, glandlar veya bunlarin kombinasyonu seklinde
olabilir. Kistler veya intrakistik papiller uzantilar izlenebilir. Hiicreler buytk,
vezikiiler nukleuslu ve niikleolii belirgindir. Mitoz, nekroz, selliiler pleomorfizm
ve lenfovaskiiler invazyon siktir (23). Larinksteki atipik karsinoide bagli sadece
4 karsinoid sendrom olgusu bildirilmistir. Oldukca agresif gidis gosterir.
Bolgesel lenf nodu, deri ve subkutan dokuya metastaz yapar. 5 yillik sag kalim
orant %48'dir (23,34).

Kigiik hiicreli karsinoma-noroendokrin tip: Yiiksek derecede maligndir.
Laringeal karsinomlarm %0.5'ini olusturur. Larinksin herhangi bir bolgesinden
koken alabilir. Semptomlar1 yerlesim yerine baghdir. Makroskopik olarak
ulsere submukozal lezyon seklindedir. Mikroskopide dar sitoplazmali, yuvarlak,
oval veya igsi nukleuslu, kaba kromatinli hiicreler izlenir. Erken donemde
bolgesel lenf nodlarina metastaz ve uzak organ metastazi yapabilir (23).
Prognozu oldukca kotiidiir. En sik metastaz alanlar1 servikal lenf nodlari,
karaciger, akciger, kemik ve kemik iligidir (34).

Paraganglioma: Benign biyolojik davranig paterni gosterir.  Larinks
noroendokrin tiimorleri icerinde sadece bu tiimor kadin predominansi gosterir.
Literatiirde metastaz yapan sadece 1 olgu bildirilmistir.  Larinks

paragangliomalari multipl bas boyun paraganliomalar ile iliskilidir (34).
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2.5.4. TNM Kilasifikasyonu

Supraglottik:
Tl Tiumor supraglottik bolgenin bir tarafinda sinirli, vokal kordlar hareketli
T2 Tumor birden fazla supraglottik , glottik veya supraglottik alana komsu alan

mukozasina invaze (dil tabani, vallekula, priform sinistin medial kismi), larinks fikse
olmaksizin

T3 Tumor vokal kord fiksasyonu ile birlikte larinkse sinirli ve/veya postkrikoid alan,
preepiglottik doku, paraglottik ylizeye invaze ve/veya minor tiroid kikirdak erozyonu
T4a Tumor tiroid kikirdak ve/veya larinks altindaki dokulara (trakea, dilin ylzeyel ve
derin kaslari, c¢izgili kas, tiroid, 6zefagus) invaze

T4b Tumor prevertebral yiizey, mediastinal yapilar veya karotid artere invaze

Glottik:

Tl Tiumor vokal kordlara smirli (anterior ve posterior komissiir) ve kordlar hareketli
Tla  Tumor bir vokal korda sinirl

Tlb  Tumor her iki vokal kordu tutmusg

T2 Timor supraglottik ve/veya subglottik alana uzaniyor ve/veya vokal kord
hareketi zarar gormiis

T3 Tiumor vokal kord fiksasyonu ile birlikte larinkse sinirli ve/veya paraglottik alan
invaze ve/veya minor tiroid kikirdak erozyonu

T4a Tiumor tiroid kikirdak ve/veya larinks altindaki dokulara (trakea, dilin yiizeyel
ve derin kaslari, ¢izgili kas, tiroid, ozefagus) invaze

T4b Tumor prevertebral yiizey, mediastinal yapilar veya karotid artere invaze

Subglottik:

Tl  Timor subglottik alana sinirh

T2 Timor vokal korda uzaniyor, vokal kordlar normal veya hasarli

T3 Tiumor larinkse sinirli, vokal kordlar fikse

T4a Timor krikoid veya tiroid kikirdak ve/veya larinks altindaki dokulara (trakea,
dilin ytizeyel ve derin kaslar, ¢izgili kas, tiroid, 6zefagus) invaze

T4b Timor prevertebral ylizey, mediastinal yapilar veya karotid artere invaze



N- Bolgesel lenf nodlar::
NX Bolgesel lenf nodu bilinmiyor

NO Lenf nodu metastazi yok
N1 Ipsilateral bir lenf noduna metastaz, 3 cm veya daha kiiclik
N2a Ipsilateral bir lenf noduna metastaz, 3 cm'den biiyiik, 6 cm'den kiiclik

N2b Ipsilateral multipl lenf noduna metastaz, higbiri 6 cm'den biiyiik degil

N2c Bilateral veya kontralateral lenf nodlarina metastaz, hicbiri 6 cm'den biiyiik
degil
N3 6 cm'den biiyiik lenf noduna metastaz

M- Uzak metastaz:
MX Uzak metastaz bilinmiyor
MO Uzak metastaz yok

Mi  Uzak metastaz var

2.5.5. Evreleme

EvreO Tis NO MO
Evrel Tl NO MO
Evre 2 T2 NO MO
Evre 3 T1,T2 NI MO

T3NO, NI MO
Evre 4A T1,T2,T3 N2 MO

T4a NO,N1,N2 MO
Evre 4B T4b Herhangi bir N MO

Herhangi bir T N3 MO
Evre 4C Herhangi bir T Herhangi bir N Mi
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Prognostik ve prediktif faktorler

Klinik evre ve timoriin yerlesim yeri: Glottik bolge timorlerinde 5 yillik
sagkalim orami %80, supraglottik bolgede %65, subglottik bolgede %40'dir.
Ariepiglottik bolge tiimorleri en kotli prognoza sahiptir.

Mikroskopik grade: Tiumorin klinik evresi ile iligkilidir.

Tiimoriin biiyiikliigii: T1 glottik karsinomalar radyoterapi ile tedavi olur iken
buiytik timorlerde lokal rekiirrens riski artmistir.

Lenf nodu tutulumu: Metastatik lenf nodu sayisi, biytikligii, ekstranodal
tutulumun varhig1 veya yoklugu prognozu etkiler.

DNA ploidi: Anoploid tiimorlerde rekiirrens riski yuksektir (1).

Konak reaksiyonu: Stromada cok sayida S-100 pozitif boyanan Langerhans
hiicrelerinin varligi, daha az oranda rekiirrens, daha az sayida servikal lenf nodu
metastazi ve uzun sureli sagkalim ile iligkilidir (35).

Keratin ekspresyonu: Salinan keratin tipinin prognostik 6nemi yoktur ancak
immiunohistokimyasal degerlendirmede kullanilir.

p53 asin salimim: 17pl3 kromozomu lizerinde lokalize bir gendir. Hiicre
siklusu kontroliinde rol oynar. Premalign lezyondan invaziv Kkarsinoma
progresyonda rol oynar. Yapilan caligmalarda p53 salimminin bolgesel rekiirrens
ve kot prognozla iliskili oldugu gosterilmistir (36).

Lenfovaskiiler ve perinoral invazyon: Lenfatik damar veya kan daman
invazyonu lenf nodu ve/veya uzak organ metastaz riskini artirir. Benzer sekilde
perinoral invazyon da lokal rekiirrens, bolgesel lenf nodu metastazinda artig ve

sagkalim stiresinde azalma ile iliskilidir (23).

10- Rezeksiyon smirlari: Cerrahi simirlarda tiimoriin  negatif olmasi genelde

reklirrens oranmin azalmasi ve sagkalim siiresinin uzamasi ile iligkilidir (23).



3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada 1997-2007 yillar1 arasinda Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi
Patoloji Anabilim Dalinda larinks skuamoz hiicreli karsinom tanisi almis, yaslart 35-87

arasinda degisen, 6's1 kadin, 108'i erkek 114 olgu incelemeye alinmuistir.

3.1. MATERYALLERIN ELDE EDILMESI VE UYGUN PARAFIN BLOK
SECIMI

Calismamizdaki olgular, bolimimiizdeki kayit defterleri ve bilgisayar arsivi
taranarak belirlenmistir. Ik asama olarak, Kulak Burun Bogaz boliimii tarafindan tani
amacgh olarak gonderilen, total ve supraglottik larenjektomi olgularini i¢eren patoloji
raporlar1 arsivden cikarilmis ve olgularin patoloji protokol numaralar tespit edilmistir.
Daha sonra ise olgulara ait hematoksilen eozin boyali preparatlar arsivden cikarilip,
uygun preparatlar secildikten sonra, bu preparatlara ait parafin bloklar, blok arsivinden
c¢ikarilmistir. Bizim c¢alismamizda, arastirmanin amacina uygun olacak sekilde, canl

timor dokusu ve saglam epitelyal alani birlikte igeren bloklar secilmistir.

3.2. BOYASIZ KESITLER VE DEPARAFINIZASYON

Uygun blok seciminden sonra, her bloktan, bir tanesi yedek olmak tizere 2 adet
boyasiz kesit elde edildi. Kesit asamasinda "Leica RM 2145" model mikrotom
kullanildi ve 4 mikron kalinliginda kesitler elde edildi. Kesilen bu dokular, boyama
esnasinda dokiillmeyi onlemek amaciyla, "polysine” kapli adezivli lamlara alindi. Kesit
alma islemi tamamlandiktan sonra, lamlar 65 °C' deki etiivde 15 dakika bekletilerek,
parafinin erimesi saglandi. Etiivden cikarilan lamlar, 10 dakika ksilolde bekletilerek,

deparafinizasyon iglemi tamamlandi.
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3.3. IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA

Patolojide tani, esas olarak, 151k mikroskopunda, hematoksilen eozin boyali
preparatlara bakilarak konulmaktadir. Ancak taniya yardimci olabilecek bazi 0Ozel
teknikler de kullanilmaktadir. Bu tekniklerden biri olan immiinohistokimyasal boyama
yontemi, dustiniilen taninin desteklenmesi, ayirici tanmiya gidilmesi ve timor alt
tiplerinin belirlenmesinde yardimci olmaktadir.

Immiinohistokimyasal boyama, temelde antijen-antikor iliskisine dayali bir islem
olup, uygulama sirasinda antikor, enzim ve kromojen gibi degisik maddeler
kullanilmaktadir. Bu maddeler, giiniimiizde fakli firmalar tarafindan, kullanima hazir ya
da konsantre olmak tuzere iki formda, piyasaya surulmektedir. Calismamizda
kullandigimiz D2-40 antikoru, konsantre formda, DakoCytomation marka olup, klon
D2-40 ve katalog numarast M3619'dur.

Immiinohistokimyasal boyamadaki islemler asagidaki sira takip edilerek
uygulanmustir.

1- Adezivli lamlara alinan dokular, antijeniteyi arttirmak amaci ile, 1/10 oraninda
distile su ile sulandirilmig, sitrat tampon icerisine konuldu. Bu haliyle 10'ar
dakikalik 2 peryot halinde, 360 °C'deki mikrodalga firinda, 20 dakika kaynatildi.
Bu islem esnasinda soliisyon diizeyinin azalmamasina ve oda isisinin 22 °C
olmasina 6zen gosterildi.

2- Mikrodalga firindan c¢ikarilan dokularin etrafi, tizerine uygulanacak maddelerin
dagilmasii onlemek amaciyla, ozel antikor kalemi ile isaretlendi.

3- Lamlar, islemin yapilacagi plastik kaplar tizerine dizilerek, tizerine "Phosphate
buffered solution"(PBS) damlatildi ve 5 dakika bekletildi.

4- PBS uzaklastirildiktan sonra %3'liik hidrojen peroksit damlatildi ve 15 dakika
bekletildi. Bu sayede zemin boyanmasinin engellenmesi amaclandi.

5- PBS ile yikandiktan sonra "Large volume ultra V block" ile 5 dakika bekletildi.
Tekrar PBS ile yikanda.

6- PBS uzaklastinlip 1/100 oraninda diliie edilmis D2-40 antikoru dokulara
damlatild1 ve oda 1sisinda 1 saat bekletildi. Yeniden PBS ile yikandi.

7- PBS uzaklastirldiktan sonra "Biotinylated goat antipolyvalent” ile 15 dakika
bekletildi, PBS ile yikanip daha sonra "Large volume streptovidin peroxidase”

15 dakika uygulandi. Yine PBS ile yikandi.
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8- Bu asamada 1 cc "DAB substrate” icerisine 2 damla "DAB chromogen”
damlatilarak hazirlanan kromojen soltisyonu ile 5 dakika bekletildi.

9- Cesme suyunda yikanan preparatlar 1 dakika hematoksilen ile boyandi. Tekrar
cesme suyunda yikandi ve sira ile 5 dakika alkolden, 5 dakika ksilolden

gecirilerek lamlar entellan ile kapatildi.

3.4. SKORLAMA

Immiinohistokimyasal degerlendirmede peritiimoral ve intratiimoral alandaki
lenfatik sayilari, yogun olduklar1 4 biiyiik biiyiitme (1 milimetrekare) alaninda sayild: ve
sayl olarak ifade edildi. Timor hiicrelerindeki boyanan alan yiizdesi ve boyanma
yogunlugu 2 ayr grupta degerlendirildi. Tiimoral alanda %5 ve altindaki boyanmalar
negatif,  %5'in  lizerindeki  boyanmalar pozitif kabul edildi.  Yogunluk
degerlendirmesinde zayif boyanma 1, orta siddette boyanma 2, gii¢lii boyanma 3 puan
olarak kabul edildi. Tiimordeki boyanma yiizde ve yogunlugu icin ayrica toplam bir

deger elde edildi. Bu toplam degerde 3'in alt1 negatif, 3 ve lizeri pozitif kabul edildi.

3.5. ISTATISTIK
Istatistiksel analiz igin Ki-kare testi kullanilmistir. Veriler, Windows isletim sistemi
altinda calisan SPSS programi kullanilarak analiz edilmistir. Bu degerlendirmede p

degerinin 0.05'den kiictik olmasi anlamli kabul edilmistir.



4.1. GENEL BULGULAR

4. BULGULAR

Bu calismada degerlendirmeye alinan 114 olgunun 108'i (%95) erkek, 6's1 (%5)

kadindir. Olgularin yag araligi 35-87 olup, yas ortalamasi 57.55'dir (Tablo 1).

Tablo 1: Olgularin yas gruplarina gore dagilimi.

YAS 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 TOPLAM
GRUPLARI

OLGU 2 30 38 26 16 2 114
SAYISI

% 1.76 26.3 33.3 22.8 14.0 1.76 100

Histopatolojik incelemede olgularin 35'i (%30) iyi diferansiye, 79'u (%70) orta/az

diferansiye olarak degerlendirilmistir (Tablo 2, Resim 1,2).

Tablo 2: Olgularn gradelerine gore dagilimi.

GRADE I'Yl ORTA/AZ TOPLAM
OLGU SAYISI 35 79 114
% 30 70 100
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2 8Oy el L

Resim 2: Orta/az diferansiye SCC 'de hiperkromatik nukleuslu, eozinofilik sitoplazmali
hiicrelerden olusan solid tiimor adaciklart (HEx200)
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Olgularin tiimor evresine (E) bakildiginda; 8 olgu evre 1 (%7), 27 olgu evre 2 (%23.7),
34 olgu evre 3 (%29.8), 45 olgu evre 4 (%39.5) olarak saptanmustir (Tablo 3).

Tablo 3: Olgularin evrelerine gore dagilimi.

Evre 1 Evre 2 Evre 3 Evre 4 Toplam
Olgu sayist 8 27 34 45 114
% 7 23.7 29.8 39.5 100

Arastirmaya dahil edilen olgularin 43tinde (%37) lenf nodu metastazi mevcut iken,

71 olguda (%63) lenf nodu metastazi izlenmemistir (Tablo 4).

Tablo 4: Lenf nodu metastazi olan ve olmayan olgularin say1 ve yiizdeleri.

LENF NODU POZITIF NEGATIF TOPLAM
METASTAZI
OLGU SAYISI 43 71 114
% 37 63 100

4.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

Lenfnodu metastazi olan (N+) 43 olgu ve metastaz olmayan (NO) 71 olgunun, D2-
40 ile boyanma gosteren peritimoral alandaki lenfatik sayilar karsilastirildiginda,
metastaz olmayan gruptaki 46 olguda (%64.8) lenfatik sayis1 ortalama deger olan 12'nin
altinda, 25 olguda (%35.2) 12 ve lizerinde saptandi. Lenf nodu metastazi olan grupta ise
21 olguda (%48.8) 12'nin altinda, 22 olguda (%51.2) 12 ve lizerinde izlendi (Tablo 5,
Resim 3,4). Ortalama degerin altindaki lenfatik sayisi, metastaz olmayan grupta,
metastaz olan gruba oranla daha yiiksek oranda izlenmekle birlikte, yapilan istatistiksel

degerlendirmede ise iki grup arasinda anlamli bir fark saptanmamustir (p=0.094).
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Tablo 5: Lenf nodu metastazi olan ve olmayan gruplarda peritiimoral lenfatik sayilarmin

karsilastirdmast (p=0.094).

12'nin alt1 12 ve tzeri TOPLAM
Lenf nodu 46 (%64.8) 25 (%35.2) 71
Metastazi yok
Lenf nodu 21 (%48.8) 22 (%51.2) 43
metastazi var
TOPLAM 67 (%58.8) 47(%41.2) 114

Resim 3: Peritiimoral alanda D2-40 ile boyanma gosteren lenfatikler ve reaksiyon
vermeyen ici eritrosit ile dolu vaskiiler yapilar (oklar) (X200)
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Resim 4: D2-40 ile peritiimoral alandaki lenfatiklerin daha biiyiik biiyiitmede goriintimii
(X400)

Lenf nodu metastazi olan (N+) ve metastaz olmayan (NO) gruplarin, D2-40 ile
boyanan intratimoral lenfatik sayilari ile karsilastirildiginda metastaz olmayan 71
olgudan 38'inde (%53.5) ortalama deger olan 5 ve altinda, 33'linde ise (%46.5) 5'in
uzerinde boyanan lenfatik sayisi tespit edilmistir. Metastaz olan gruptaki 43 olgudan
28'inde (%65.1) 5 ve altinda boyanma, 15'inde (%34.9) 5'in lizerinde boyanma
saptanmistir (Tablo 6, Resim 5,6). Yapilan istatistiksel analizde anlamli bir farklilik
bulunamamustir (p=0.224).

Tablo 6: Lenf nodu metastazi olan ve olmayan gruplarda intratiimoral lenfatik sayilarmnin
karsilastiriimasi (p=0.224).

5 ve alt1 5 lzeri TOPLAM
Lenf nodu 38 (%53.5) 33 (%46.5) 71
metastazi yok
28(%65.1) 15(%34.9) 43
Lenf nodu
metastazi var
66 (%57.9) 48(%42.1) 114
TOPLAM




Resim 6 -: Intratiimoral alandaki lenfatiklerin daha yakindan goriiniimii (x400)
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Tiumor grade'i ve D2-40 ile boyanan timor hiicrelerinin yiizde ve yogunluklarina
ait toplam deger karsilastirildiginda iyi diferansiye 6 olguda (%15.4) skor 3'den az
boyanma, 29 olguda (%38.7) skor 3 lizerinde boyanma saptandi. Orta/az diferansiye 33
olguda (%84.6) skor 3'den az boyanma, 46 olguda ise (%61.3) skor 3'in iizerinde
boyanma izlendi (Tablo 7, Resim 7). lyi diferansiye olgularda, orta/az diferansiye
olgulara oranla tiimor hiicrelerindeki boyanma orani daha yiiksektir. [statistiksel

analizde sonug anlamli olarak degerlendirilmistir (p=0.011).

Tablo 7: Tiimor grade ile timordeki boyanmanin karsilastiriimasi (p=0.011).
Iyi Orta/Az TOPLAM

6(%15.4) 33 (%84.6) 39
Skor 3'den az

29 (%38.7) 46(%61.3) 75
Skor 3 ve tizeri

35(%30.7) 79 (%69.3) 114

TOPLAM

.‘" I II ,. l",". I .h.. ’* _I.A ,.__‘j,_.‘r : ‘
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Resim 7: Solda iyi diferansiye tiimorde, tiimor hiicrelerinde skor 3'lin lizerinde boyanma, sagda
orta/az diferansiye tliimorde skor 3'den az boyanma (x100)

Tumor evresi ile peritimoral alandaki lenfatik sayilarinin karsilastirilmasinda evre
I'deki 5 olguda (%62.5), evre 2'deki 19 olguda (%70.4), evre 3'deki 22 olguda
(%64.7), evre 4'deki 21 olguda (%46.7) ortalama deger olan 12'nin altinda lenfatik
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sayist saptanmistir. Buna karsin 12 ve lUzerindeki lenfatik sayisi, evre 1'deki 3 olguda
(%37.5), evre 2'deki 8 olguda (%29.6), evre 3'deki 12 olguda (%35.3), evre 4'deki 24
olguda (%53.3) izlenmistir (Tablo 8). Evre 1 ve 2'de peritimoral alanda lenfatik sayilart
daha diisik oranlarda iken evre 4'de lenfatik sayisinda artis dikkati cekmektedir.
Yapilan istatistiksel degerlendirmede anlamli bir fark saptanmamustir (p=0.197)

Tablo 8: Tuimor evresi ile peritiimoral lenfatik sayilarimin karsilastirilmasi (p=0.197).

12'inalt1 12 ve Uzeri TOPLAM

Evre 1 5 (%62.5) 3 (%37.5) 8
19(%70.4) 8 (%29.6) 27

Evre 2
22 (%64.7) 12(%35.3) 34

Evre 3
21 (%46.7) 24 (%53.3) 45

Evre 4
TOPLAM 67 (%58.8) 47(%41.2) 114

Tumor evresi ile intratiimoral alandaki lenfatik sayilarinin karsilagtirilmasinda
ortalama deger olan 5 ve altindaki lenfatik sayist evre 1 olan 3 olguda (%37.5), evre 2
olan 15 olguda (%55.6), evre 3 olan 20 olguda (%58.8), evre 4 olan 28 olguda (%62.2)
izlenmistir. 5'in Uzerindeki lenfatik sayilar1 ise evre 1 olan 5 olguda (%62.5), evre 2
olan 12 olguda (%44.4), evre 3 olan 14 olguda (%41.2) ve evre 4 olan 17 olguda
(%37.8) saptanmustir (Tablo 9). Ozellikle evre 2, 3 ve 4'de, intratiiméral lenfatik sayist
daha dusik olan olgu sayisi, fazla olarak izlense de aralarinda anlamli bir iligki

saptanmamustir (p=0.081).
Tablo 9: Timor evresi ile intrattimoral lenfatik sayilarinin karsilastiriimasi (p=0.081)

5 ve alti 5 tizeri TOPLAM
Evre 1 3 (%37.5) | 5 (%62.5) 8
Evre 2 15(%55.6) | 12(%44.4) 27
Evre 3 20 (%58.8) | 14(%41.2) 34
Evre 4 | 28 (%62.2) | 17(%37.8) 45
TOPLAM | 66 (%57.9) | 48(%42.1) 114
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Lenf nodu metastazi olan ve olmayan gruplar ile timoral alan boyanma yiizdesi
karsilastirildiginda, %5'den az boyanma, metastaz olmayan 24 olguda (%33.8),
metastaz olan 22 olguda (%51.2) izlenmistir, %5'in lizerinde boyanma metastaz
olmayan 47 olguda (%66.2), metastaz olan 21 olguda (%48,8) saptanmistir. (Tablo 10,
Resim 8). %5'den yiiksek boyanma orani, metastaz olmayan grupta, metastaz olan
gruba gore daha yliksek oranda izlenmis iken istatistiksel analizde anlamli farklilik
saptanmamustir (p=0.067)

Tablo 10: Lenf nodu metastazi olan ve olmayan gruplarda tiimoral alan boyanma yiizdelerinin
karsilastiriimasi (p=0.067).

%5 ve alt1 %5 lzeri TOPLAM
Lenf nodu 24 (%33.8) 47 (%66.2) 71
metastazi yok
Lenf nodu 22(%51.2) 21 (%48.8) 43
metastazi var
TOPLAM 46 (%40.4) 68 (%59.6) 114

Resim 8: Tiimor dokusunda %5'den fazla alanda 3 (+) boyanma (x200)
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Lenf nodu metastazi olan ve olmayan grupla tiimOor boyanma skoru
karsilagtirlldiginda, skor 3'den az boyanma, lenf nodu metastazi olmayan 22 olguda
(%31.0), lenf nodu metastazi olan 17 olguda (%39.5) izlenmistir. Skor 3 ve tlizeri
boyanma, metastaz olmayan 49 olguda (69.0), metastaz olan 26 olguda (%60.5)
saptanmustir (Tablo 11). Metastaz olan ve olmayan her iki grupta da skor 3'den fazla

boyanan olgu sayist daha yiiksektir. Istatistiksel calismada fark anlamli degildir

(p=0.351).

Tablo 11: Timordeki boyanma skorunun lenf nodu metastazi olan ve olmayan gruplarla
karsilastirllmast (p=0.351).

Skor 3'den az Skor 3 ve lizeri Toplam
Lenf nodu 22(%31.0) 49 (%69.0) 43
metastazi var
Lenf nodu 17(%39.5) 26 (%60.5) 71
metastazi yok
TOPLAM 39 (%34.2) 75 (%65.8) 114

Peritiimoral alanda D2-40 ile pozitif boyanan lenfatik sayilart ile grade
karsilagtirilmasinda; ortalama degerin altinda boyanan lenfatik sayisi, iyi diferansiye 20
olguda (%57.1), orta/az diferansiye 47 olguda (%59.5) saptanirken, yiiksek lenfatik
sayist iyi diferansiye 15 olguda (%42.9), orta/az diferansiye 32 olguda (%40.5)
izlenmistir (Tablo 12, Resim 9, 10). Her iki grupta da, peritimoral alanda ortalama
degerin altindaki lenfatik sayisi oran1 daha fazladir. Istatistiksel agidan anlamli farkliik

yoktur (p=0.814).

Tablo 12: Grade ile peritiimoral alandaki lenfatik sayilarmin karsilastirlimasit (p=0.814).

12'nin alt1 12 ve lizeri Toplam
Iyi 20(%57.1) 15(%42.9) 35
Orta/ Az 47 (%59.5) 32 (%40.5) 79

TOPLAM 67 (%58.8) 47(%41.2) 114
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Resim 9: Merkezind genig keratin g(‘ilcﬁeri iceren iyi diferansiye SCC (HExIOO)

Resim 10: lyi diferansiye SCC'de D2-40 ile reaksiyon gosteren peritiimoral alandaki
lenfatikler (x 200)
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intratiimoral alandaki lenfatik sayilarinin karsilastirilmasinda  iyi

diferansiye 19 olguda (%54.3), orta/az diferansiye 47 olguda (%59.5) ortalama degerin

altinda lenfatik saysi, iyi diferansiye 16 olguda (%45.7), orta/az diferansiye 32 olguda

(%40.5) ortalama degerin tizerinde lenfatik sayis1 mevcuttur (Tablo 13, Resim 11,12).

Istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamustir (p=0.603).

Tablo 13: Grade ile intratiimoéral alandaki lenfatik sayilarmin karsilastin| masi (p=0.603).
5 ve alt1 5 uzeri TOPLAM
19(%54.3) 16(%45.7) 35
Iyi
47 (%59.5) 32 (%40.5) 79
Orta/Az
66 (%57.9) 48(%42.1) 114

TOPLAM




Resim 12: Orta/az diferansiye SCC'de D240 ile intratiimoral lenfatikler (x 200)
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Tumor yerlesim yeri ile peritiimoral alandaki lenfatik sayilarinin karsilagtirilmasinda

glottik bolge yerlesimli 44 olguda (%61.1), supraglottik yerlesimli 23 olguda (%54.8)

lenfatik sayilari ortalama degerin altinda, glottik yerlesimli 28 olguda (%38.9),

supraglottik yerlesimli 19 olguda (%45.2) ortalama degerin lizerinde saptandi (Tablo

14). Glottik bolge yerlesimli olgularda dusiik lenfatik sayisina sahip olgu sayist daha

fazla goriinmekle birlikte istatistiksel analizde anlamli fark yoktur (p=0.506)

Tablo 14: Tiimér yerlesim yeri ile peritiimoral lenfatik sayilarinin karsilagtiriimasi (p=0.506).

12'ninalt1 12 ve uizeri Toplam
Glottik bolge 44(%61.1) 28 (%38.9) 72
Supraglottik 23 (%54.8) 19(%45.2) 42
bolge
Toplam 67 (%58.8) 47(%41.2) 114




Tumor  yerlesim  yeri ile  intratimoral  alandaki
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lenfatik  sayilarinin

karsilastirlmasinda 5 ve altindaki lenfatik sayisi glottik bolge yerlesimli 43 olguda
(%59.7), supraglottik yerlesimli 23 olguda (%54.8), S'in lizerindeki lenfatik sayisi
19 olguda (%45.2)
izlenmistir (Tablo 15). Her iki bolgede de ortalama degerin altindaki lenfatik sayis1 daha

glottik yerlesimli 29 olguda (%40.3), supraglottik yerlesimli

fazladir. Istatistiksel olarak anlamli farklilik yoktur (p=0.605).

Tablo 15: Tiimor verlesim veri ile intratiimoral

enfatik sayilarinin karsi

astirilmast (p=0.605).

5 ve alt1 5 tizeri TOPLAM
Glottik bolge 43 (%59.7) 29 (%40.3) 72
Supraglottik bolge 23 (%54.8) 19(%45.2) 42
TOPLAM 66 (%57.9) 48(%42.1) 114




5. TARTISMA

Larinksin skuamoz hiicreli karsinomlari, bag boyun bolgesinin en sik goriilen
timorleridir. Tim dinyada siklik ve mortalite orant yliksek olmakla birlikte ozellikle
Giineydogu Asya ve Dogu Avrupa'da daha sik gorilmektedir (37). Etiyolojide sigara
onemli bir risk faktorii olup, alkol ile bir arada bulundugunda, karsinom gelisme riskini
daha da artirmaktadir (38). Cinsiyetlere gore dagilimina bakildiginda hastalarin %96's1
erkektir. Erkeklerdeki tiim kanserlerin %?2.2, kadinlarda ise %0.4linii olusturur.
Goruldiglu yas ortalamasina bakildiginda c¢ogu hasta 4. dekattadir ancak daha gencg
yaslarda da goriilebilir (1). Larinks karsinomlarmin yerlesim yerine gore dagilimina
bakildiginda, en sik glottik ve supraglottik bolgede izlenir (22).

Bizim c¢alismamizda da olgularin %95'i erkek ve yas ortalamast 57.55 olarak
saptandi. Olgularin 42'si supraglottik bolge, 72'si glottik  bolge yerlesimli idi.
Demografik ozelliklere ait bulgular literatiir bilgileri ile paralellik gostermekte idi.

Genel olarak lenfatik sistem, tlimor hiicrelerini tasiyarak, tiimoriin yayilimina
katkida bulunmaktadir. Bu sayede bolgesel lenf nodlarina yayilim ve uzak organ
metastazlar1 ortaya ¢ikmaktadir. Larinks karsinomlarinda da, lenf nodu metastazinin
varligl, rekiirrens ve mortalite riskinde artis ile iliskilidir. Ozellikle intratiimoral
alandaki lenfanjiogenezin, timoriin progresyonu ve metastaz yapma yetenegi iizerine
etki ettigi bildirilmistir (39,40). Larinks karsinomlari lenf nodu metastazini en sik
servikal bolge lenf nodlarina yapar. Lenf nodunda ekstrakapsiiler tutulum mevcut ise
uzak metastaz riskinin 9 kat daha fazla oldugunu bildiren arastirmalar mevcuttur (41).

Lenfanjiogenez her ne kadar hematoksilen eozin kesitlerinde de izlenebiliyor ise de,
immunohistokimyasal yontemler kullanilarak, lenfatiklerin vaskiiler yapilardan kesin
ayrimi  yapilabilmektedir. Immiinohistokimyasal uygulamada, lenfatik endotelyal
hiicreler spesifik antikorlarla reaksiyona girerler. Bu amagcla kullanilan antikorlardan
biri D2-40'dir. D2-40 spesifik olarak lenfatik endoteline baglanan monoklonal bir

antikordur.
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Kan damart endotelini boyamamasi nedeniyle kan daman ile lenfatik damar
ayriminda yararhdir. D2-40 ile cesitli timor gruplarinda yapilmig lenfanjiogenez
arastirmalari mevcuttur.

Ito ve arkadaslar (9), invaziv meme karsinomlarinda, tiimor merkezinde D2-40 ile
reaksiyon veren higbir lenfatik saptanmamakla birlikte, timor dist alanda, %87 oraninda
lenfatik bulundugunu ve D2-40'1n, hematoksilen eozin Kesitlerinde goriilemeyen
lenfatik tiimor invazyonunu gostermede yardimci, Oonemli bir immiinohistokimyasal
belirte¢ oldugunu vurgulamiglardir.

Saad ve arkadaslarinin (42) ¢alismasinda, D2-40'in lenfatik invazyonu gostermede
onemli bir belirte¢ oldugu, kolorektal karsinomlarda intratiimoral lenfanjiogenezin
lenfatik invazyon, lenf nodu ve Kkaraciger metastazi ile korelasyon gosterdigi
saptanmuistir.

Roma ve arkadaslart (43) prostat adenokarsinomlarinda, D2-40 uygulayarak
peritimoOral alanda intratimoral alandan daha fazla lenfatik oldugunu, peritiimoral
lenfatik invazyonun lenf nodu metastazi ile iliskili oldugunu ve Gleason skoru yiiksek
olan olgularda peritiimoral lenfatik sayisinin yiiksek oldugunu saptamuglardir.

Mesanenin invaziv transizyonel hiicreli karsinomlarina D2-40 uygulayan Fernandez
ve arkadaslar1 (3) tarafindan, intratimoral alan ve normal dokuda, peritimoral alana
oranla daha az sayida lenfatik bulundugu, intratimoral alandaki lenfatik sayis1 koti
histolojik diferansiyasyon ile iligkili iken peritiimoral alandaki lenfatik sayisinin lenf
nodu metastazi ile iligkili oldugu saptandi.

Malign melanoma, malign melanoma in-situ, displastik nevus ve bilesik nevus
olgularim1 karsilastirdiklart calismalarinda, Giorgadze ve arkadaglari (8), D2-40 ile
boyanan intratlimoral lenfatik sayisinin malign melanomalarda, peritiimoral lenfatik
sayisinin ise malign melanoma ve malign melanoma in situ olgularinda nevuslere oranla
fazla oldugunu vurgulamuslardir.

Gombos ve arkadaslar1 (11), serviks uterinin erken evre SCC'lerinde, intratimoral
alanda normal servikal dokuya oranla lenfatik damarlarin ¢cok sayida oldugunu, D2-40
ile boyanan, intratiimoral alan lenfatiklerinin Ilimenleri kiiciik ve kapali iken,
peritimoral lenfatiklerin agik liimenli olduklarini izlediler. Tiimor periferindeki dilate

lenfatik sayisindaki artisin Ozellikle lenfatik invazyon varliginda izlendigini saptadilar.
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Sako ve arkadaslar1 (10), erken gastrik karsinomlarda D2-40 uygulayarak,
muskularis mukozada lenfatik sayisinin diger alanlara gore ¢ok fazla oldugunu, bu
alandaki lenfatik invazyonun tespitinin, nodal metastazlar1 Onlemedeki Onemini
vurguladilar.

Larinkste lenfatik yapilanma bolgeler arasinda degisiklik gostermektedir.
Supraglottik bolge diger bolgelere oranla daha genis lenfatik aga sahip iken glottik
bolge lenfatik damar icermez. Bu nedenle, lenf nodu metastazlar1 en sik supraglottik
bolgeden kaynaklanan timorlerde izlenmektedir. Literatiire bakildiginda supraglottik
bolge yerlesimli karsinomlarda lenf nodu metastazi sikligi  %25-50 oraninda
bildirilmistir (41,44). Tomik ve arkadaslarinin (45) calismasinda da, larinks
karsinomlarmda, yerlesim yeri ile lenf nodu metastaz oranlari arasindaki iligki
arastirilmis, supraglottik bolge yerlesimli tlimorlerde, glottik bolge yerlesimli tlimorlere
oranla lenf nodu metastazi daha ytliksek bulunmustur. Calismamizda supraglottik bolge
yerlesimli 42 olgudan 14 tanesinde (%33), glottik bolge yerlesimli 72 olgudan 29
tanesinde (%40) lenf nodu metastazi mevcut idi. Elde edilen degerler literatiir bilgileri
ile uyumludur. Timor yerlesim yeri ile peritimoral alandaki lenfatik sayilarini
karsilastirdigimizda, glottik bolgede yerlesmis 72 olgunun 44'tinde (%61.1),
supraglottik bolgede yerlesmis 42 olgunun 23'tinde (%54.8) lenfatik sayilari ortalama
degerin altinda iken glottik yerlesimli 28 olguda (%38.9) supraglottik yerlesimli 19
olguda (%45.2) lenfatik sayisi ortalama degerin iizerinde saptadik. Diisiik lenfatik
oranlan glottik bolgede daha belirgin olarak izlendi. Tumor yerlesim yeri ile
intratiimoral alandaki lenfatik sayilarinin karsilastiriimasinda ise, duisiik lenfatik sayisi,
glottik bolge yerlesimli 43 olguda (%59.7), supraglottik yerlesimli 23 olguda (%54.8),
yiiksek lenfatik sayisi glottik yerlesimli 29 olguda (%40.3), supraglottik yerlesimli 19
olguda (%45.2) izlendi. Her iki bolgede de ortalama degerin altindaki lenfatik sayisi
daha fazladir. Literatiirde benzer sekilde bir arastirma bulunmamaktadir. Sonuclar

istatistiksel olarak anlamli bulunmamastir.

Xuan ve arkadaslarinin (39) D2-40"1 kullandiklar1 ¢calismalarinda, oral SCCTerde
peritimoOral ve intratimoral alandaki lenfatik sayilar1 karsilastirilmis, peritiimoral
alandaki lenfatik sayisi intratimoral alandan daha yuiksek bulunmustur. Koskinen ve
arkadaslar1 (2) vokal kord karsinomlarmda, peritiimoral ve intratiimoral lenfatik sayisini

diger bas boyun bolgesi karsinomlar ile karsilastirmiglar, intratiimoral lenfatik sayisini
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diger lokalizasyonlardaki tiimorlerle esit oranda saptarken, peritiimoral lenfatik sayisini
vokal kord karsinomlarinda daha diisiik oranda bulmuslardir. Franchi ve arkadaslarinin
(46) calismasinda da benzer sekilde peritiimoral alandaki lenfatik sayisi intratiimoral
alandan daha fazla oranda ve lenfatikler yapisal olarak daha dilate, liimenleri agik olarak
saptanmustir. Bizim c¢alismamizda peritimoral alandaki lenfatik sayis1 0-41 arasinda
degismekte olup ortalama deger 12'dir. Intratiimoral alandaki lenfatik sayist 0-30
arasinda olup ortalama deger 5 olarak saptanmistir. Sonugclar literatiirdeki mevcut
calismalarla benzerlik gostermektedir.

Franchi ve arkadaslarinin (46) arastirdiklart bas-boyun SCC'li 52 olgudan, lenf
nodu metastazi olan 7 olguda, peritimoral ve intratimoral alandaki lenfatik sayilarini
karsilastirdiklarinda her iki alanda da lenfatik sayisin1 yiiksek oranda saptamuslar.
Yiizondort olguluk calismamizda ise lenf nodu metastazi olan ve olmayan gruplarda
hem peritimoral hem de intratiimoral alandaki lenfatik sayilart karsilastirildi.
Peritimoral alandaki lenfatik sayilari, lenf nodu metastazi olan 43 olgu ve metastaz
olmayan 71 olgu ile karsilastirildiginda, metastaz olan 21 olguda (%48.8), metastaz
olmayan 46 olguda (%64.8) sayilar ortalama degerin altinda saptanirken, metastaz olan
22 olguda (%51.2) ve metastaz olmayan 25 olguda (%35.2) ortalama degerin lizerinde
lenfatik sayis1  tespit edildi. Aralarinda istatistiksel olarak anlamh farkliik
saptanmamakla birlikte, lenf nodu metastazi olmayan grupta peritimoral alandaki
lenfatik sayis1 daha disiiktiir. Benzer sekilde intratimoral alandaki lenfatik sayilari,
metastaz olan 28 olgu ile (%65.1) metastaz olmayan 38 olguda (%53.5) ortalama
saymin altinda, metastaz olan 15 olguda (% 34.9) metastaz olmayan 33 olguda (%46.5)
ortalama saymnin iizerinde saptandi. Intratiimoral alanda her iki grup arasinda bir

farklihk izlenmemistir

Supraglottik  larinks karsinomlarinda, okiilt lenf nodu metastazinin grade ile
iligskisini arastiran Esposito ve arkadaslari (47), lenf nodu metastaz oranini1 grade I
timorlerde %16, grade Il tiimorlerde %27, grade III tiimorlerde ise %42 olarak saptamis
ve diferansiyasyon azaldik¢a okiilt lenf nodu metastaz1 olasiliginin arttigr sonucuna
ulagsmiglardir. Koskinen ve arkadaslart (2) vokal kord karsinomlarinda, lenfatik sayisi
ile grade arasinda herhangi bir iliski olmadigini tespit etmislerdir. Miyahara ve
arkadaglar1 (48) oral SCC'lerde lenfatik sayilar1 ile grade arasinda herhangi bir iligki

olmadigini saptamislardir. Franchi ve arkadaslari (46) tiimor grade'ini iyi, orta ve koti
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diferansiye olarak grupladiklari calismada ise peritiimoral ve intratiimoral lenfatik
sayilarini karsilastirmis, grade ile lenfatik sayilar1 arasinda anlamli bir iligki olmadigini
gostermislerdir. Bizim calismamizda ise peritiimoral ve intratimoral alandaki lenfatik
sayilar ile grade karsilastirildi. Peritimoral alandaki lenfatik sayisi, iyi diferansiye 20
olguda (%57.1) orta/az diferansiye 47 olguda (%59.5) diisik , iyi diferansiye 15 olguda
(%42.9), orta/az diferansiye 32 olguda da (%40.5) yiiksek oranda saptandi. Intratiimoral
alandaki lenfatik sayis1 iyi diferansiye 19 olguda (%54.3), orta/az diferansiye 47 olguda
(%59.5) ortalama degerin altinda, iyi diferansiye 16 olguda (%45.7), orta/az diferansiye
32 olguda (%40.5) ortalama degerin lizerinde izlendi. Sonuglar literatiir ile benzerlik
gostermekte olup hem peritimoral hem de intratiimoral alandaki lenfatik sayilar ile
grade arasinda anlamli bir iligki saptanmamustir.

D2-40, hernekadar lenfatik endoteli gostermek icin kullanihiyor olsa da,
calismamizda timor hiicrelerini de boyama ozelliginden yola cikilarak, grade ile tiimor
hiicrelerindeki boyanma arasindaki iliski degerlendirmeye alindi. lyi diferansiye 6
olguda (%15.4), orta/az diferansiye 33 olguda (%84.6) tiimor hiicrelerindeki boyanma
skoru dusiik iken, iyi diferansiye 29 olguda (%38.7), orta/az diferansiye 46 olguda
(%61.3) skor yiiksek olarak saptandi. lyi diferansiye tiimorlerde, orta/az diferansiye
tumorlere oranla daha ylksek oranda boyanma izlendi. Sonug istatistiksel olarak
anlamlidir (p=0.011). Orta/az diferansiye tiimorlerde, D2-40 immiinoreaktivitesinin
zayif olmasi, bu timorlerdeki antijenik yapinin kaybma baglanmistir. Ulasilabilen
Ingilizce literatiirde larinks karsinomlarina ait bdyle bir calisma bulunamamustir.

Lenf nodu metastazi olan ve olmayan gruplar ile tiimordeki boyanan alan yiizdesi
karsilastirildiginda, metastaz olmayan 24 olguda (%33.8), metastaz olan 22 olguda
(%51.2) diisik oranda boyanma izlenmistir. Metastaz olmayan 47 olguda (%66.2),
metastaz olan 21 olguda (%48.8) ise yiliksek oranda saptanmustir. Sonuglar anlaml
olmayip aralarinda herhangi bir iliski saptanmamustir.

Franchi ve arkadaslar1 (46), oral kavite, orofarinks ve larinks SCC'lerini igeren
calismalarinda peritiimoral ve intratiimoral alandaki lenfatik sayilari ile timor evresini
karsilastirmislar, evre III ve evre IV timorlerde, hem peritiimoral hem de intratiimoral
alandaki lenfatik sayisini Onemli oranda artmg olarak saptamiglardir. Bundan yola
cikarak, tiimorde ileri evre ile lenfatik sayilari arasinda anlamli bir iligki oldugunu

bildirmiglerdir. Esposito ve arkadaglar1 (47), timor evresi ile lenf nodu metastaz oranini
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karsilastirdiklar1 caligmalarinda, olgulart T1+T2 ve T3+T4 olarak siniflandirmislar ve
evre yukseldikce lenf noduna metastaz oraninin arttigini saptamisglardir. Biz de
calisgmamizda peritiimoral ve intratimoral alandaki lenfatik sayilari ile evreleri
karsilastirdik. Perittimoral lenfatik sayisi, evre 1'deki 5 olguda (%62.5), evre 2'deki 19
olguda (%70.4), evre 3'deki 22 olguda (%64.7), evre 4'deki 21 olguda (%46.7)
ortalama degerin altinda oldugu gosterilmistir. Buna karsin, evre 1'deki 3 olguda
(%37.5), evre 2'deki 8 olguda (%29.6), evre 3'deki 12 olguda (%35.3), evre 4'deki 24
olguda (%53.3) ortalama degerin iizerinde saptanmustir. Intratiimoral alandaki lenfatik
sayilari, evre 1 olan 3 olguda (%37.5), evre 2 olan 15 olguda (%55.6), evre 3 olan 20
olguda (%58.8), evre 4 olan 28 olguda (%62.2) ortalama degerin altinda bulunmustur.
Ortalama degerin tlizerindeki lenfatik sayilar ise evre 1 olan 5 olguda (%62.5), evre 2
olan 12 olguda (%44.4), evre 3 olan 14 olguda (%41.2) ve evre 4 olan 17 olguda
(%37.8) bulunmustur. Evre 4 olan olgularda peritiimoral alandaki lenfatik sayilari
digerlerine oranla daha yuksektir. Aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki

saptanmamis olsa da, elde edilen veriler, literatiir bilgileri ile paralellik gostermektedir.



6. SONUCLAR

Bu ¢alismada, larinks karsinomlarimin D2-40 ile boyanmasinda, peritiimoral alanda
intratimoral alana oranla daha fazla lenfatik bulundugu, iyi diferansiye ttimorlerde
orta/az diferansiye tiimorlere oranla, tiimor hiicrelerinde daha yogun boyanma oldugu,
evre yukseldikge peritimoral alandaki lenfatik sayisinda artis oldugu saptanmistir.
Peritimoral ve intratimoral alandaki lenfatik sayilar ile grade, yerlesim yeri ve lenf
nodu metastazi arasinda herhangi bir iliski olmadig1r gosterilmistir. Bunlarin yani sira
timordeki boyanma ile lenf nodu metastazi arasinda da iligki bulunamamustir.

Ingilizce literatiirde, larinks karsinomlarinda grade ile tiimdrdeki boyanma
arasindaki iligkiyi ortaya koyan bir bagka caligma bulunamamis olup, sonuclarin
literatiir bilgilerine katkis1 olacagini, hasta tedavisinin planlanmasi ve prognozun
belirlenmesi agisindan yararli olabilecegini, ozellikle larinks karsinomlar1 basta olmak
uzere farkli timor tiplerine ait timor hiicrelerindeki D2-40 immiinoreaktivitesinin
degerlendirilmesinin okiilt lenf nodu metastazi veya okiilt uzak organ metastazini

gostermesi agisindan yararl olabilecegini diisinmekteyiz.



KAYNAKLAR

1- Rosai J. Ackerman's Surgical Pathology (9" ed). China, Elsevier, 2004:341-347

2- Koskinen WJ, Bono P, Leivo I, Vaheri A, Aaltonen LM, Joensuu H. Lymphatic
vessel density in vocal cord carcinomas assessed with LYVE-1 receptor expression.
Radiother Oncol. 2005;77:172-175.

3- Fernandez MI, Bolenz C, Trojan L, Steidler A, Weiss C, Alken P et al. Prognostic
Implications of Lymphangiogenesis in Muscle-Invasive Transitional Celi Carcinoma of
the Bladder. Eur Urol. 2007 Aug 24( Epub ahead of print).

4- Zeng Y, Opeskin K, Horvath LG, Sutherland RL, Williams ED. Lymphatic Vessel
Density and Lymph Node Metastasis in Prostate Cancer. Prostate. 2005;65:222-230.

5- Gomaa AHA, Yaar M, Bhawan J. Cutaneous Immunoreactivity of D2-40 Antibody
Beyond the Lymphatics. Am J Dermathopathol. 2007;29:18-21.

6- Saad RS, Lindner JL, Lin X, Liu YL, Silverman JF.The Diagnostic Utility of D2-40
for Malignant Mesothelioma Versus Pulmonary Carcinoma With Pleural Involvement.
Diagn Cytopathol. 2006;34:801-806.

7- Ohno F, Nakanishi H, Abe A, Seki Y, Kinoshita A, Hasegavva Y, et al. Regional
difference in intratumoral lymphangiogenesis of oral squamous celi carcinomas
evaluated by immunohistochemistry using D2-40 and podoplanin antibody in
comparison with angiogenesis. J Oral Pathol Med. 2007;36:281-289.

8- Giordgadze TA, Zhang PJ, Pahsa T, Coogan PS, Acs G, Elder DE, et al. Lymphatic
vessel density is significantly increased in melanoma. J Cutan Pathol. 2004;31:672-677.

9- Ito M, Moriya T, Ishida T, Usami S, Kasajima A, Sasano H, et al. Significance of
Pathological Evaluation for Lymphatic Vessel Invasion in Breast Cancer. Breast
Cancer. 2007;14:381-387.



43

10- Sako A, Kitayama J, Ishikawa M, Yamashita H, Nagawa H. Impact of
immunohistochemically identified lymphatic invasion on nodal metastasis in early
gastric cancer. Gastric Cancer. 2006;9:295-302.

11- Gombos Z, Xu X, Chu CS, Zhang P, Acs G. Peritumoral Lymphatic Vessel Density
and Vascular Endothelial Grovvth Factor C Expression in Early-Stage Squamous Celi
Carcinoma ofthe Uterine Cervix. Clin Cancer Res. 2005;11(23):8364-8371.

12- Fukunaga M. Expression of D2-40 in lymphatic endothelium of normal tissues and
in vascular tumors. Histopathology. 2005;46:396-402.

13- Bhalla R, Siddiqui MT, Mandich D, Cartun RW, Fiel-Gan MD, Mandavilli SR, et
al. Diagnostic Utility of D2-40 and Podoplanin in Effusion Celi Blocks. Diagn
Cytopathol. 2007;35:342-347.

14- Urabe A, Matsumoto T, Kimura M, Sonoue H, Kinoshita K. Grading system of
lymphatic invasion according to D2-40 immunostaining is useful for the prediction of
nodal metastasis in squamous celi carcinoma of the uterine cervix. Histopathology.
2006;49:493-497.

15- Kim TH, Lee SH, Lee HM, Lee SH, Jung HH, Cho WS, et al. D2-40
Immunohistochemical Assessment of Lymphangiogenesis in Normal and Edematous
Siniis Mucosa and Nasal Polyp. Laryngoscope. 2007; 117:442-446.

16- Mimura T, Ito A, Sakuma T, Ohbayashi C, Yoshimura M, Tsubota N, et al. Novel
Marker D2-40, Combined With Calretinin, CEA, and TTF-1. Cancer. 2007;109:933-
998.

17- Hansen T, Katenkamp K, Bittinger F, Kirkpatrick CJ, Katenkamp D. D2-40 labeling
in lymphangiomyoma/lymphangiomyomatosis of the soft tissue: further evidence of
lymphangiogenic tumor histogenesis. Virchows Arch. 2007;450:449-453.

18- Huse JT, Pahsa TL, Zhang PJ. D2-40 functions as an effective chondroid marker
distinguishing true chondroid tumors from chordoma. Ac¢ta Neuropathol. 2007;113:87-
94.

19- Takei H, Bhattacharjee MB, Rivera A, Dancer Y, Powell SZ. New
Immunohistochemical Markers in the Evalution of Central Nervous System Tumors.
Arch Pathol Lab Med. 2007;131:234-241.



44

20- Dumoff KL, Chu C, Xu X, Pasha T, Zhang PJ, Acs G. Low D2-40
immunoreactivity correlates with lymphatic invasion and nodal metastasis in early-stage
squamous celi carcinoma of the uterine cervix. Mod Pathol. 2005;18:97-104.

21-Stenberg SS. Histology for Pathologists (2™ ed). China, Lippincott-Raven, 1997:
391-398.

22- Kumar V, Abbas AK, Fausto N. Pathologic Basis of Disease (7 ed). China,
Elsevier, 2005:786-787.

23- Barnes L, Eveson JW, Reichart P, Sidransky D. Pathology and Genetics of Head
and Neck Tumors. Lyon, IARC, 2005:108-139.

24- Tse GM, Chan AWH, Yu KH, King AD, Wong KT, Chen GG, et al. Strong
Immunohistochemical Expression of Vascular Endothelial Growth Factor Predicts
Overall Survival in Head and Neck Squamous Celi Carcinoma. Ann Surg Oncol.
2007;14(12):3558-3565.

25- Kyzas PA, Stefanou D, Batistatou A, Agnantis NJ. Prognostic significance of
VEGF immunohistochemical expression and tumor angiogenesis in head and neck
squamous celi carcinoma. J Cancer Res Clin Oncol. 2005;131:624-630.

26- Shigyo H, Nonaka S, Katada A, Bandoh N, Ogmo T, Katayama A, et al. Inducible
nitric oxide synthase expression in various laryngeal lesions in relation to
carcinogenesis, angiogenesis, and patients prognosis. Acta Oto-Laryngologica.
2007;127:970-979.

27- Kazkayasi M, Hiiciimenoglu S, Siriner GI, Hiiciimenoglu M. Over-expression of
p53 and c-erbB-2 oncoproteins in laryngeal carcinoma. Eur Arch Otorhinolaryngol.
2001;258:329-335.

28- Kyzas PA, Agnantis NJ, Stefanou D. Endoglin (CD105) as a prognostic factor in
head and neck squamous celi carcinoma. Virchows Arch. 2006;448:768-775.

29- Marioni G, Pillon M, Bertolin A, Staffieri A, Marino F. The role of survivin
expression in the differential diagnosis of laryngeal (glottic) verrucous squamous celi
carcinoma. EJSO. 2007;33:229-233.



45

30- Karahatay S, Yilmaz YF, Gunhan O, Birkent H, Yetiser S. Spindle celi carcinoma
of the larynx with a verrucous carcinoma component: Combined carcinoma of larynx.
Auris Nasus Larynx. 2007;34:557-559.

31- Alkan S, Coskun BU, Ugur S, Basak T, Dadas B. Basaloid squamous celi
carcinoma of the larynx. Auris Nasus Larynx. 2006;33:71-74.

32- Vela MCG, Val-Bernal JF, Mayorga M, Zaldumbide L, Bascones M. Adenoid
squamous celi carcinoma of the larynx: an uncommon histological variant of squamous
celi carcinoma. APMIS. 2006; 114:470-473.

33- Gurbuz Y, Kose N, Aydin O, Ozturk M. An immunohistochemical profile of giant
celi carcinoma ofthe larynx. Auris Nasus Larynx. 2007;34:413-416.

34- Ferlito A, Devaney KO, Rinaldo A. Neuroendocrine neoplasms of the larynx:
Advances in identification, understanding, and management. Oral Oncology.
2006;42:770-788.

35- Yilmaz T, Gedikoglu G, Celik A, Onerci M, Turan E. Prognostic significance of
Langerhans celi infiltration in cancer of the larynx. Otolaryngol Head Neck Surg.
2005;132:309-316.

36- Cabanillas R, Rodrigo JP, Astudillo A, Dominguez F, Suarez C, Chiara MD. P53
Expression in Squamous Celi Carcinomas of the Supraglottic Larynx and its Lymph
Node Metastases. Cancer. 2007;109:1791-1798.

37- Chao WF, Zhang LY, Liu MB, Tang PZ, Liu ZH, Sun BC. Prognostic significance
of stomatin-like protein 2 overexpression in laryngeal squamous celi carcinoma:
clinical, histologic, and immunohistochemistry analyses with tissue microarray. Hum
Pathol. 2007;38:747-752.

38- Hashibe M, Boffetta P, Zaridze D, Shangina O, DabrowskaNS. Contribution of
Tobacco and Alcohol to the High Rates of Squamous Celi Carcinoma of the
Supraglottis and Glottis in Central Europe. Am J Epidemiol. 2007;165:814-820.



46

39- Xuan M, Fang YR, Wato M, Hata S, Tanaka A. Immunochistochemica co-
localization of lymphatics and blood vessels in oral squamous celi carcinomas. J Orad
Pathol Med. 2005;34: 334-339.

40- Kyzas PA, Stefanou D, Agnantis NJ. COX-2 expression correlates with VEGF-C
and lymph node metastases in patients with head and neck squamous celi carcinoma.
Mod Pathol. 2005;18:153-160.

41- Oosterkamp S, Jong JM, Van den Ende PL, Manni JJ, Kremer B. Predictive Value
of Lymph Node Metastases and Extracapsular Extension for the Risk of Distant
Metastases in Laryngeal Carcinoma. Laryngoscope. 2006; 116:2067-2070.

42- Saad RS, Kordunsky L, Liu YL, Denning KL, Kandil HA, Silverman JF. Lymphatic
microvessel density as prognostic marker in colorecta cancer. Mod Pathol.
2006;19:1317-1323.

43- Roma AA, Magi-Galluzzi C, Krd MA, Jin TT, Klein E A, Zhou M. Peritumoral
lymphatic invasion is associated with regional lymph node metastases in prostate
adenocarcinoma. Mod Pathol. 2006;19:392-398.

44- Xie M, Sun Y, Li Y. Expression of Matrix Metalloproteinases in Supraglottic
Carcinoma and Its Clinical Implication for Estimating Lymph Node Metastases.
Laryngoscope. 2004;114:2243-2248.

45- Tomik J, Skladzien J, Modrzejeweski M. Evauation of cervica lymph node
metastasis of 1400 patients with cancer of the larynx. Auris Nasus Larynx.
2001;28:233-240.

46- Franchi A, Gallo O, Mass D, Baroni G, Santucci M. Tumor Lymphangiogenesis in
Head and Neck Squamous Celi Carcinoma. Cancer. 2004;101:973-978.

47- Esposito ED, Motta S, Cassiano B, Motta G. Occult lymph node metastases in
supraglottic cancers of the larynx. Otolaryngol Head Neck Surg. 2001 ;124: 253-257.

48- Miyahara M, Tanuma JI, Sugihara K, Semba I. Tumor Lymphangiogenesis
Correlates With Lymph Node Metastasis and Clinicopathologic Parameters in Oral
Squamous Celi Carcinoma. Cancer. 2007;110:1287-1294.



