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OZET

NORMAL VE KANSERLI LARENKS DOKULARINDA GST iZOZIMLERININ
VE P53 TUMOR BELIRLEYICISININ IMMUNOHISTOKIMYASAL
LOKALIZASYONLARI VE PROGNOSTIK FAKTORLERLE
KARSILASTIRILMASI

GURBUZ, Nurdan
Kirikkale Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dali, Yuksek Lisans Tezi
Danisman: Yrd. Dog. Dr. Serpil OGUZTUZUN
OCAK 2008, 65 sayfa

48 adet larenks skuamoz hucreli kanser vakasinda, glutatyon-S-transferaz
(GST) alfa(A), GST pi(P), GST mu(M4), GST teta(T1) ve P53’Un
immunohistokimyasal bulgulari dederlendirildi. Bu hastalara ait normal ve
timorld  dokular boyanma siddeti ve boyanma ylzdesine gore
kargilagtinldiginda; GSTA ekspresyonunun normal hucrelerde tumorlu
hicrelere gore anlamh derecede daha yuksek oldugu, GSTP ve P53’Un ise,
tumorla hicrelerde normal hilcrelere gore daha fazla eksprese edildigi
gorulmustir. GSTM4 ve GSTT1, normal hlcrelerde tUmorlu hicrelere goére
daha fazla eksprese edilmesine ragmen istatistiksel olarak guvenilirligi
dusuktir. Bu bulgulara gore GSTA, GSTP, GSTT1 ve P53 larenks
kanserinde diagnostik acgidan o6nemlidir. GST izozimleri ve P53
immunohistokimya sonuglari, klinik parametrelerle karsilastirildiginda; GSTA
ekspresyonunun kotu diferensiye larenks tumorlerde yukseldigi, fakat
GSTM4 ve GSTT1 ekspresyonlarinin azaldigi bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Larenks kanser, GSTA, GSTP, GSTM4, GSTT1, P53,

immunohistokimya



ABSTRACT

IMMUNOHISTOCHEMICAL LOCALIZATION OF GST iZOENZYMES AND
TUMOR MARKER P53 IN LARYNX TISSUE FROM NORMAL AND
CARCINOMA: CORRELATIONS WITH THE PROGNOSTIC FACTORS

GURBUZ, Nurdan
Kirikkale University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Departmant of Biology, M.Sc. Thesis
Supervisor: Assist. Prof. Dr. Serpil Oguztuzun

January 2008, 65 pages

Glutathione-S-transferase (GST) alpha(A), GST pi(P), GST mu(M4), GST
theta(T1) and P53 immunohistochemical staining results were evaluated in
48 larynx squamous cell carcinoma cases. When the normal and tumor
tissue of these cases were compared according to their staining intensity and
percentage of positive staining, GSTA expression in normal cells was
significantly higher than tumor cells, and GSTP and P53 expressions were
higher in tumor cells. GSTM4 and GSTT1 expressions were higher in normal
cells, however, their statistical significance was low. According to these
results, GSTA, GSTP, GSTT1 and P53 were important in the diagnosis of
larynx carcinoma. When the immunohistochemical results of GST
isoenzymes and P53 were correlated with the clinical parameters, GSTA
expression was increased in poorly differentiated larynx tumor, but GSTM4

and GSTT1 expressions were decreased.

Key words: Larynx cancer, GSTA, GSTP, GSTM4, GSTT1, P53,

immunohistochemistry
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1 GIRIiS

Larenks kanseri Ulkeler ve farkli populasyonlar arasinda cesitlilik
gostermektedirl”. Kiiltirel yapiyi degerlendirmeye almazsak, orta yas ve
Uzerinde (Ozellikle 60’li yaslarda), sigara ve alkol kullananlarda larenks
kanseri daha siklikla gorilmistir®®. Erkeklerde yiiksek oranda gériilmekle
birlikte son yillarda sigara kullanimindaki artiga bagdli olarak bayanlarda da

larenks kanserine yakalanma riski artis gbstermistir(s).

Sigara kullaniminin yaninda, kronik larenjit, kronik reflt, nitrojen
gazlari asbestoz, iyonize radyasyon, alkol kullanimi ve bazi virislerin bu

kanserin gelisiminde rol alan etiyolojik faktérler olarak bilinmektedir®®.

Hucre dongusunu duzenleyen, tumor baskilayici olarak bilinen P53 ve
cok genis cesitlilige sahip olan karsinojenleri detoksifiye eden GST
izozimlerinin arastirimasi ve elde edilen sonuglarin klinik parametrelerle
birlikte degerlendiriimesi, sadece larenks kanseri icin degil diger tum
kanserlerin gelisimi ve ilerlemesi konusuna isik tutacaktir. Bu gelismeler
sayesinde tumor olusumunun sebepleri, tumorun erken teghisi, tedavi segimi

ve yeni tedavi yontemlerinin belirlenmesinde ilerleme katedilecektir.



1.1 Larenks Anatomisi

Larenks, boynun 6n kisminda, orta hatta, kikirdak iskeletten olusan,
cevresine ligamentler ve membranlar ile asili, mobil, bosluklari mukoza ile
ortult, i¢ kaslarinin calismasi ile oncelikli olarak alt solunum yollarinin
korunmasi, solunum ve fonasyon gorevlerini Ustlenen bir organdir.3. ve 6.
servikal vertebralar hizasinda yer alir. Larenksin tanimlanabilir bir organ
olarak ortaya cikigl intrauterin yagsamin 33. gununde olusur; 7. ve 8.
haftalarda sekillenme belirginlesir®. Supraglottik bélge bukkofarengeal
tomurcuktan, (Uguncu ve dordincu brankiyal arklardan) glottis ve subglottis
de trakeobronsiyal tomurcuktan (besinci ve altinci brankiyal arklardan) gelisir
("8 Farkli embriyolojik kaynaktan gelen supraglottik ve glottik bélgelerin

vaskduler, lenfatik ve sinirsel yapilarin anatomik kaynaklari da farkhdir ve bu

da supraglottik kanserlerin glottis'e yayilmasindaki azlig agiklar ®.

Larenks'in pozisyonu buyume ile degisir. Erkek cocuklarda yasla
birlikte vokal kordlardaki uzama neticesinde sesde kalinlasma olur.
Embriyonik yasimin ortalarinda, krikoid kikirdagin alt ucu 4. servikal
vertebra'nin Ust hizasina gelecek sekilde yer alir. Larenksin bu "descensus
(ademelmasi)'u bir agi degistirme ile beraber olur ve nazal havayoluna

paralel durumundan, dik agi yapar duruma gegcer ©.

Larenksin anatomisi, U¢ oOncelikli gorevi olan alt solunum yollarinin



korunmasi, solunumun saglanmasi ve fonasyon'un olusmasi amagclarina

yonelik olarak sekillenmistir.

Larengeal lumen klinik olarak u¢ bolimde incelenir Bunlar larenksin

onkolojik alt Giniteleri olarak da kabul edilir ©.

Epiglot kakirdalk

Hiyoid kemik:

'ESTIBUL
Preepiglottik bogluk

SUPRAGLOTTIK BOLGE

VENTRIRUL

SUBGLOTTIE. BOLGE

Sekil 1-1 Larengeal yapi ve bosluklar

Supraglottik Bdlge: Ventrikulin tavanindan yukarida kalan vestibal -
epiglot ve ariepiglottik plikalar dahil ve ventrikiler bandlarin olusturdugu
larenks  bolumudur.Supraglottik  bdolgenin lenfatik damarlanmasi  ¢ok
zengindir; epiglot'un serbest kenarinda ventrikiler bandlarda ve ventrikilde

cok bol lenfatik kapillerler vardir”'?). Epiglot'ta lenfatik akim sadece laterale



dogru degil, ayni zamanda dil kéku ve vallekula'ya dogrudur ve boynun her
iki tarafina da drene olur. Supraglottik lenf yolu ariepiglottik plika'nin dntinden
yayllmaya baslar ve nérovaskuler yapilar boyunca dagilim gdsterir; tiro-hiyoid
membrani, superior larengeal arter ve ven ile geger ve ¢ trunkusa ayrilarak
devam eder. Primer supraglottik kanserler, yaygin olan dustnceye goére,
dokuyu ve ender olarak glottik bolgeye gecer®. Supraglottik kanserler

yerlesimlerine gore farkl yayilim 6zelliklerine sahiptir.

Glottik Bdlge: Her iki vokal kord arasindaki bdlgedir. Ventrikul

tabanindan subglottis'e dogru 1 cm kadar kisim bu bolgeye dahildir .

Glottis, supraglottik ve subglottik bolgelerin lenf akimi arasinda
embriyolojik bir bariyer olustururl”. Glotik kanserler suproglotik bdlgeye
yayllma egilimi gostermez®. Bu bariyer nedeniyle supraglottik bdlge
kanserleri vokal kordlar korunarak gikarilabilir (supraglottik larenjektomi)!"
Yine de glottik bolgenin lenfatik kanallari temel olarak supraglottik larenks'e

oradan da (st ve orta derin servikal nod'lara dogrudur 2.

Transglottik; glottis, ventrikil ve ventriktler bandi beraber tutan timor

7). Bu tiimérler sik olarak kikirdak yayilimi ve kétii prognoz

yerlesimidir
gosterirler ®. Transglottik deyimi baslangigta sadece ventrikiil etrafindaki bir
tumord, yani glottik ve supraglottik bolgeleri tutan bir timor igin kullaniimis ve

klinik bir anlam tasimigtir. Daha sonra larenksin her Ug¢ bdlgesini de tutan



blayuk timdrler igin kullaniimistir. Son gorus bu deyimin sadece supraglottis
cikigh, 6n komisslrden glottise yayilmis ve tiroid kikirdagi tutmus tumorler

icin kullanilmasi gerektigi yoniindedir ©.

Subglottik Bolge: Vokal kordlarin serbest kenarinin 1 cm altindan
baslayip krikoid kikirdak alt kenarina kadar olan kisimdir®. Lenf drenaj

(%) cok farkli yollarla invazyon yapilabilir™® .

sistemi alt juguler lenf nodlarina
Subglottik kanserler vokal kordun alt ylzinden asagiya uzanan kanserler ile
krikoid kikirdagin i¢ yluzu kanserleridir. Bu bolgeden kaynaklanan kanserler
daha yiiksek gangliyon metastazi insidansi gosterir ®. Larengeal bosluklar

larenks'in membranlari, kikirdaklari ve ligament'leri, larenks kanserlerinin

potansiyel yayilimi agisindan ¢ok énemli iki potansiyel bosluk olustururlar ©:

1. Pre-epiglottik Bosluk: Larenks'in Ust 6n bdlgesinde epiglot'un

(12)_Onde tiroid kikirdak ve tirohiyoid membran;

onunde yer alir
arkada epiglot; Ustte mediyan hyoepi-glottik ligament ve
vallekula ile cevrili alandir. Yag dokusu ve gdzeli doku icerir &),
Yanlarda paraglottik bosluklara acilir . Pre-epiglottik bosluk,
supraglottik timérlerin ® ve 6zellikle epiglottik timérlerin sikca
invazyon gosterdigi bir alandir '), Pre-epiglottik alana yayilim
a) epiglottaki deliklerden dogrudan, b) epiglottik kikirdagin

parcalanmasiyla, c) tiroepiglottik ligamentin pargcalanmasiyla

olabilir ©.



2. Paraglottik Bosluk: Glottis'in her iki yaninda uzanir™

Paraglottik bosluk 6n-Ust kisminda pre-epiglottik bosluga acilir
®14) " Paraglottik bosluk komsuluklari nedeniyle larengeal
kanserlerin yayilimi agisindan 6nemlidir. Glottik tumdrlerin
transglottik ve  supraglottik  timorlerin  ekstralarengeal

yayllimlarina olanak saglayabilir "). Paraglottik alan invazyonu,

epiglotun sinirli tiimérlerinin derin invazyonlarinda da goralir ©

1.2 Larenks Kanseri

Larengeal karsinom sigara igenlerde gorulen o6nemli  bir
malignitedir.Yassi hucreli karsinom, larenksin en sik gorilen malign
timoridar. Tim larenks kanserlerinin %95'ini olusturur *®). Eriskinlerde Ust
hava yollarinin en sik gozlenen tumord olmakla birlikte tum kanserler
icerisindeki orani yaklagik %2.2'dir. Hastalarin gogu 50 yasin Gzerindedir ve
yaklasik %96'si erkektir '®. Sigara icimi, en glicli cevresel faktdrdiir ve
sigara icmeyen larenks kanserli olgular istisnadir. Sigara i¢cimi ve asbestoza
maruz kalma ile larenks kanseri insidansi arasinda istatistiksel bir iligki

16-18

mevcuttur'®'®), Sigara igcen bayanlarda gorulme orani giderek artmaktadir

(19).

Asir alkol tuketimi, O0zellikle supraglottik timorlerde sigaranin etkisini



potansiyelize edebilir®®??). Larenks kanserlerinde, gesitli metotlar kullanilarak
"Human Papilloma Viras" (HPV) tipleri gdsterilmis olsa da, bu gdzlemlerin
ender olmasi, bu tumor sisteminde HPV'nin karsinojenik etkisinin guglu
olmadigini gosterir 324 Karoten igeren meyva ve sebzelerin tiiketimi, diger
mesleki maruz kalmalar, 6rnegin odun tozu, agdir metaller ve komudr,

etiyolojide s6z edilen diger faktorlerdendir (142022 25)

1.2.1 Larenks Kanser Tipleri

Larenks tlimorlerinin %60-65' glottik, %30-35' supraglottiktir (¢
Geriye kalan ufak bir bolumu, transglottik ve subglottik tumorler
olusturmaktadir, ancak bu tumorlerin oraninin arttigini belirten yayinlar vardir
. Subglottik karsinomlar ender olmasina ragmen, glottik timarlerin subglottise
yayllimi daha sik rastlanan bir durumdur®. Larenks karsinomlarinin

kaynaklandiklari bolgeye bagli olarak yayilma egilimlerinin yuksek oldugu

26,27).

bazi zayif noktalar vardir ¢

Glottik karsinomlar vertikal olarak yayilma egilimindedir fakat ayni
zamanda intrensek larengeal kaslari da invaze ederler. Tumorun larenks
disina yayilimi en sik olarak orta hatta, tiroid kikirdagin asilmasi ile olur.

Bazen buna, dnde krikotiroid membran boyunca yayilim eglik eder.



Supraglottik karsinomlar, hem yukari dogru hem de lateral olarak
yayilirlar. Epiglottik kanserler, hiyoid kemigin Ustl ya da altinda yerlesenler

olmak tizere iki grupta degerlendirilebilir %

Subglottik karsinomlar krikotiroid membrandan disariya tasma,
tiroaritenoid kasa yayillma ve krikoid kikirdagl invaze etme egilimindedir.
Transglottik kanserlerde ise paraglottik mesafe tutulumu siktir. Larenks
kanserlerinin blyudk cogunlugu iyi diferansiye yassi hicreli karsinomlardir.
Larenkste ender olarak yassi hucreli karsinom disinda kalan kanserler
gelisebilmekte ise de, bunlar tum larenks kanserlerinin %1’inden azini
olustururlar ®®. Larenksteki yassi hiicreli karsinomlarin ti¢ énemli varyanti

vardir.

1.2.2 Evreleme Ve Prognostik Faktorler

Larenks kanserlerinin gelisimi ve biyolojik davranisgi birbirinden
farkhdir. Larenks kanserlerinde prognozu etkileyen c¢esitli faktorler
belirlenmistir. Bunlar temel olarak primer lezyonun yeri ve buyuklugu, servikal
metastazlarin varhdir ve tumorin hacresel diferansiyasyonudur. Bunun
disinda cerrahi spesimenin incelenmesi sonrasi saptanabilen kikirdak
invazyonu, perindral veya vaskuler invazyon, lenf nodu metastazinin

ekstrakapsuler invazyon gostermesi gibi cesgitli faktorler prognozu belirgin



olarak etkiler. Larenksin farkli kompartimanlarindan kaynaklanan kanserlerin
invazyon paternleri farklihk go6sterir. Bunun nedeni larenksin cesitli
bdélimlerinde kanser yayillmasina zayif noktalar ve anatomik dogal bariyerler

bulunmasidir.

AJCC'nin  (American Joint Committee on Cancer) 2002 vyilinda
yayinladidi yeni kilavuzda, batlin bas-boyun bdlgelerinde oldugu gibi larenks

kanserlerinin evrelemesinde de bazi degisiklikler yapilmistir. Yeni evreleme

asagidaki gibidir %°)

Primer Timor

Tx: Primer timor degerlendirilemiyor
TO: Primer timor bulgusu yok

Tls: Karsinoma in situ

Supraglottis

T1: Tumor supraglottisin bir alt bolgesine sinirhdir, kord hareketleri
normaldir.

T2: Tumor supraglottisin birden fazla alt bolgesinde mukozasini veya
glottisi veya supraglottis disindaki bir bolgeyi (6rnegin dil koki mukozasi,
vallekula, piriform sinis medial duvari) tutmustur, kord hareketleri normaldir.

T3: Tumor larenks iginde sinirli olmakla birlikte kord fiksasyonu vardir
ve/veya post-krikoid bolge, preepiglottik dokular, paraglottik alan invazedir
ve/veya minor tiroid kikirdak invazyonu (i¢ korteks) vardir.



T4a: Tumor tiroid kikirdagi tam kat invaze etmistir ve/veya larenks disi
dokulara tagsmistir (6rnegin trakea, dilin derin ekstrinsik kaslari, prelarenge-al
kaslar, tiroid veya 6zofagus gibi boyun yumusak dokular)

T4b: Tumor prevertebral alani invaze etmistir, karotid arteri

cevrelemistir veya mediastinal yapilari invaze etmigtir.

Glottis

T1: Tumor vokal kordlara sinirhdir ve kord hareketleri normaldir
(anterior veya posterior komissur invazyonu olabilir)

T1a: Tumor tek bir vokal kordadir.

T1b: Her iki vokal kordda da tumoér mevcuttur.

T2: TumOr supraglottis ve/veya subglottise uzanmaktadir ve/veya kord
hareketleri kisittanmistir

T3: Tumor larenks iginde sinirli olmakla birlikte kord fiksayonu vardir
ve/veya paraglottik alan invazyonu vardir ve/veya mindr tiroid kikirdak
invazyonu vardir (i¢c korteks)

T4a: Tumdr tiroid kikirdagi tam kat invaze etmistir ve/veya larenks disi
dokulara tasmigtir (6rnegin trakea, dilin derin ekstrinsik kaslari, prelarenge-al
kaslar, tiroid veya 6zofagus gibi boyun yumusak dokular)

T4b: Tumor prevertebral alani invaze etmistir, karotid arteri

cevrelemistir veya mediastinal yapilari invaze etmigtir.

Subglottis

T1: TUmor subglottise sinirhdir.

T2: Tumodr vokal kordlara uzanmakla birlikte kord hareketleri normal
veya kisitlanmistir.

T3: Tumor larenks iginde sinirli olmakla birlikte kord fiksayonu vardir

T4a: Tumor krikoid veya tiroid kikirdagi tam kat invaze etmistir ve/veya
larenks disi dokulara tasmistir (6rnegin trakea, dilin derin ekstrinsik kaslari,

prelarengeal kaslar, tiroid veya 6zofagus gibi boyun yumusak dokularr)
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T4b: Tumor prevertebral alani invaze etmistir, karotid arteri

cevrelemistir veya mediastinal yapilari invaze etmistir.

Bolgesel Lenf Nodlari

Nx: Bolgesel lenf nodlari degerlendirilememektedir

NO: Bolgesel lenf nodu metastazi yoktur

N1: En buyuk capi 3 cm'yi gegmeyen tek bir ip-silateral lenf nodunda
metastaz vardir

N2: En buylk ¢api 3-6 cm arasinda tek bir ipsi-lateral lenf nodunda
metastaz vardir, veya higbirinin ¢gap1 6 cm'yi gegmeyen multipl ipsilateral lenf
nodla-rinda metastaz vardir veya higbirinin ¢api 6 cm'yi gegmeyen bilateral
veya kontrlateral lenf nodlarinda metastaz vardir.

N2a: En blUyuk ¢apl 3-6 cm arasinda tek bir ipsilateral lenf nodunda
metastaz vardir

N2b: Higbirinin ¢apr 6 cm'yi gegmeyen multipl ipsilateral lenf
nodlarinda metastaz vardir

N2c: Higbirinin ¢api 6 cm'yi gegmeyen bilateral veya kontrlateral lenf
nodlarinda metastaz vardir

N3: Bir lenf nodunda 6 cm'den buyuk metastaz vardir

Uzak Metastazlar

Mx: Uzak metastazlar degerlendirilememektedir
MO: Uzak metastaz yoktur

M1: Uzak metastaz vardir
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Evre-0 Tis N() Mo
Evre-| T1 No Mo
Evre-ll T, No Mo
Evre-lll T3 N() Mo
T3 N4 Mo

T3 N4 Mo

T3 N4 Mo

Evre-IVA T4a N() Mo
T4a N+ Mo

T4 N> Mo

T, N> Mo

T3 \P Mo

T4a NP Mo

Evre-IVB Tap Herhangi N Mo
Herhangi T N3 Mo

Evre-IVC Herhangi T Herhangi N Mj

Cizelge 1-1 TNM siniflandirmasina baglh olarak larenks kanserlerinde

evrelendirme

1.2.3 Larenks Kanserinde Risk Faktorleri

1. Tatan Kullanimi: Sigara kullanimi, larenks kanseri ve diger kanser
tiirlerinin olusumunda etkili bir risk faktorudir®®. Sigara igme siiresi ve
gunlik icilen sigara miktari arttikca larenks kanseri olma insidansi da
artmaktadir ®". Yapilan calismalarda larenks kanserli hastalarin %88-89 ‘u
hayatlarinda belli bir stre sigara kullanmis, %50’den fazlasinin da ginde bir
paketten fazla sigara ictigi belirlenmistir®®. Sigara icmeyenlere oranla
icenlerde kanser olma riski 6.1 ile 15.8 kat daha fazla olarak degdismektedir

") Sigara iginde bulunan nikotinden ziyade polisiklik aromatik hidrokarbonlar
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iceren katranin kanser olusumunda etkili oldugu goériilmistir ©2:

2. Alkol Kullanimi: Alkol kullaniminin larenks kanseri olusumunda etkili
bir faktér oldugu dustnulmesine ragmen bu konuda farkli goérligler ortaya
konulmustur. Bir grup arastirmaci; 1.5 litreden fazla alkol kullananlarda,
sigara kullanimi ile sinerjistik etkilesim sonucu larenks kanser riskini 30-40
kat arttirdiini  bildirmektedir ©®. Ayrica alkol kullananlarda larenks
karsinomlarinin sik goérilmesinin sebebi riboflavin ve diger vitaminlerin
eksikligine immunoglobllin ve diger, immunomolekil seviyelerindeki

degisikliklere ve siroza baglanmistir 4.

3. Virusler : Son yillarda larenks kanserlerinin gelisiminde virUslerin
etkisinin olabilecegine dair bulgular vardir.Yapilan ¢alismalarda HPV 6 ve 11
larengeal papillomatozis ile iligkili bulunurken, HPV 16 ve 18 larengeal yassi

hiicreli kanserlerle iligkili bulunmustur 39,

4. Meslek : Mesleki nedenlerin yassi hucreli kanserlerin gelisimindeki
rolleri tatismalidir. Elci ve arkadaslarini®” SSK Okmeydani hastanesinde
yaptiklari arastirmada siliko ve pamuk tozlarina maruz kalan isgilerde |,
larenks kanseri sikliginin daha fazla oldugu saptanmistir. Arastirmacilar

iligkinin supraglottik kanserlerde daha belirgin oldugunu bildirmiglerdir.

5. Diyet : Epidemiyolojik calismalar beta karoten ve vitamin-A’ nin
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epitelyal neoplazmalara karsi koruyucu rollerini gdstermektedir.Sigara
kullaniminin besinlerdeki karetenoidlerin emilimni azalttigi bildiriimektedir ©&
%) Basetti ve ark. ©®® italya ve isvicre de yaptiklari arastirmada yagda

kizarmig yiyeceklerle larengeal kanser riskinin arttigini bildirmislerdir.

6.Gastroozefageal Refll : Gastrodzefageal refll ile larenks ve farenks
kanserleri arasinda iligki olabilecegi dusunilmekle birlikte bilinen risk
faktorlerinin olmadigi larengofarengeal kanserli hastalarin ancak kuguk bir
bdlimunde gastrotzefageal refli saptanmaktadir. Buna karsin larenks veya
farenks kanserli hastalarda yapilan &icum olgularinin %36-50 ‘sinde
ozefageal asit refliisi oldugunu gostermektedir®®*? . El-Serag ve ark “?
Houston Veterons Aftairs Medical Center'da yaptiklarn arastirmada
gastrodzefageal refli hastaliyi olan hastalarda larengafarengeal kanser
insidansinin arttigini gostermiglerdir. Cok degiskenli bu analizde bu artigin
sigara, alkol, yas ve cinsiyetten bagimsiz oldugu bildiriimektedir.Artisin

reflinin neden oldugu kronik larenjit ve faranjite baglh olabilecegi

dusunulmektedir.

1.3 Toksik Maddelerin Metabolizmasi (Biyotransformasyon)

Cesitli yollarla organizmaya giren lipofilik kimyasal maddeler

(kemoterapatik ilaclar, cevresel karsinojenler ve endojen molekiller v.b.)
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enzimlerin katalitik etkisi ile kimyasal reaksiyona girerler ve bodylece daha
polar ve suda ¢dzlinebilen bilesiklere donusturtllrler. Bu biyolojik reaksiyon
sonucu olusan Uriinler safra ve bdbreklerden daha kolay atilirlar. iste bir
ksenobiyotigin canli organizmada ugradigi bu kimyasal degisimlerin timine
biyotransformasyon denir. Biyotransformasyon reaksiyon sonucu bilesigin
toksikolojik ve farmakolojik olarak etkisini kismen veya tamamen kaybettigi
disundlmesine ragmen bazi durumlarda olusan Urlnler kendisinden daha
toksik etki godsterebilir veya daha aktif olabilir. Bu reaktif ara Urlnlerin
olusmasina “toksikasyon” veya “biyoaktivasyon”; ksenobiyotigin ve
metabolitlerin biyotransformasyon sonucu toksisitesi azaliyor veya ortadan

kalkiyorsa bu olaya “detoksifikasyon” denir®344).

Ksenobiyotiklerin metabolizmasi iki fazli bir islemdir: Faz | reaksiyon
daha c¢ok karacigerde, mikrozomal enzim sistemi i¢inde yer alan sitokrom
P450 (CYP)'ler tarafindan yarutaltr. Sinirli olmakla birlikte; akciger, bobrek,
bagirsak, deri, testis, plesenta, adrenal bezde de faz | reaksiyonu
gerceklesebilir. Faz | reaksiyonu ile lipitde ¢ozunen ksenobiyotikler daha

polar hale gecerler®4®),

CYP enzim sistemi multigen super enzim ailesi olup, cevresel
karsinojenleri ve kimyasallari reaktif ara urlnlere metabolize ederler. Bazi
durumlarda substratini daha karsinojenik ve mutajenik UrUnlere geuvirirler.

CYP’ lerin gesitli formlari vardir ve substrat 6zgullukleri ortaktir. Bazi CYP’
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ler, 6rnegin CYP1A1, serbest radikallerin olusumunda aktiftir. Karsinojenik
kimyasallar CYP’ ler tarafindan reaktif ara Urlnlere doénusturaltirken, faz |l

enzimleri olan GST’ ler tarafindan detoksifiye edilirler >4%).

Faz Il reaksiyonlari birgok sitozolik enzim tarafindan yurGtilen
konjugasyon reaksiyonlaridir. Detoksifikasyon olarak kabul edilen,
konjugasyon reaksiyonlari ile endojen maddelerle birlesen polar metabolitler

inaktif sekilde eliminasyona ugrarlar+49).

1.4 Glutatyon S-Transferaz

Glutatyon S- transferaz (GST)’lar karsinojenik substratlar, endojenik
ve ekzojenik toksinlerin detoksifikasyonun da rol alan 6nemli enzim gruplari

olarak bilinirler. GST enzimleri birgok alt sinifa ayrilmistir. Herbir sinif birgok

50)

gen ve enzimden olusur®. GST enzimlerinin biiyilk bir kismi hiicrenin

sitoplazmasinda ¢oziinmiis olarak bulunur®. Bir kismi ise endoplazmik
retikulumda (mikromazomal) lokalize olmustur. Sitozolik GST aktivitesinin
mikrozomal aktiviteye gére 5 ile 40 kat daha fazla oldugu saptanmistir®®.
Karaciger, bobrek, testis, bagirsak ve adrenal bezlerde GST yuksek aktivite

gostermektedir®?.
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Sitozolik GST izoenzimlerinin timU molekdl agirliklari 23 ve 28 kDa
olan birbirinin ayni ya da farkl iki dimerik proteinden olusurlar®®. Pi ve teta
siniflari homodimerik izoenzim formlarini temsil ederken, alfa ve mu siniflari
daha kompleks olup; homodimerik ve heterodimerik izoenzim form cesitliligi

gosterirler®®,

1.4.1 Glutatyon S-Transferazlarin Siniflandiriimasi

GST’ler muhtemelen tek bir ortak atadan gelirler ve bunlarin substrat
Ozgulligunun ve farklhihiklarinin, dublikasyon, gen rekombinasyonu ve

mutasyonlarin birikmesi ile yeniden sekillendigi diistiniilmektedir®®.

GST geni
| [ | [ [ [ |
Alfa | mb ‘ ‘ teta | pi ‘ ‘ zeta ‘ ‘ sigma | ‘ kaopa ‘ omeca ‘
kromozom 6p Ip 22q I1q l4q 4q bilinmiyor 10q
genler Al-Ad MI1-M5 TL.T2 Pl Z1 Sl Kl (&)
oL Var  Var Var Var Var ? ? ?

Sekil 1-2 GST Siiper gen ailesi ©®

insanda 8 farkli gen ailesi tarafindan kodlanan ¢éziinebilir (sitozolik)

GST'ler tanimlanmistir. MG 1. kromozom, alfa 6. kromozom teta 22.
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kromozom, pi 11. kromozom, zeta 14. kromozom, sigma 4. kromozom, ve
omega 10. kromozomda Iokalize olmustur. Kapanin ise kromozomal

lokasyonu bilinmemektedir. (Sekil- 1.1) ©®

1.4.1.1 Alfa Sinifi Glutatyon S-Transferazlar

Kromozom 6p12 Gzerinde bulunan alfa gen ailesi tarafindan eksprese
edilen 4 GST izoenzimi tanimlanmigtir. GST A1 ve GST A2 insan
dokularinda yUksek duzeyde ekprese edilir. Ancak ekspresyonlari bireysel ve
dokusal olarak farklilik gésterir "% Alfa sinifi izozimler karaciger (GST’lerin

%80’inden fazlasini kapsar), bébrek ve adrenal dokuda ok salgilanir®®.

GST alfa izozimlerinin spesifik substratlari organik hidroperoksitlerdir.
Bu bilesige kargi selenyuma bagimh olmayan GSH peroksidaz aktivitesi

%) Ozelikle H,0,, linoleik asit gibi hidroperoksitlere yiiksek

gosterirler ¢
aktiviteyle rediikte ederler. insan derisinde U.V. iginlarinin yol actigi oksidatif

strese kars! etkili olabilecegi diisiiniimektedir ©7.
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1.4.1.2 Mu Sinifi Glutatyon S- Transferazlar

GST mii sinifi, 5 izoenzimden (M1,M5) olusmaktadir 2. Bu genler 1p
13, lizerinde bulunurlar ©®. Bu genlerin ekspresyonu dokular arasinda genis
varyasyon gosterir. En yaygin eksprese olan gen m1'dir. Kemik, beyin,
akciger, kalp, germ hucreleri kalp, over, bobrek paratiroid, prostat, testis ve
uterus gibi organlarda bulunur. GST M2 daha ¢ok iskelet kasiyla sinirli olup,
GST M3 ise kaslara ilaveten beyin, akciger ve testisde bulunur. GSTM4
insan lenfoblastoid hlcre soylarinda, GST M5 ise beyinde eksprese

edilmektedir ©4-9),

GST M1 enzimleri sigara icerisinde bulunan ana karsinojenlerden olan

polisiklik aromatik hidrokarbonlardan tliremis epoksitlerin  glutatyon

(67

konjugasyonlarini katalizler®”). Sigara kullanan ve genetik olarak bu genden

yoksun olan kisilerde larenks, akciger ve mesane kanserinde yakalanma

riskinin yliksek oldugu ifade edilmistir ¢,

1.4.1.3 Pi Sinifi Glutatyon S-Transferazlar

Kromozom 11q 13’te haritalanmis olan GST P1 geni, GST P1-1

r (72

izeoenzimini kodla ). Akciger, 6zafagus, bobrek ve plesanta gibi birgok
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379 Yapilan kapsaml galismalarda GST P1 enzim

organda eksprese edilirt
miktarinin; sigara kullanimi ve maligniteyle iligkili oldugu ifade edilmistir. GST
P1-1 enzimi preneoplatsik ve neoplastik lezyonlarda ekprese edilir. GST P1-1
enziminin; mide, mesane, agiz, farinks, larenks, akciger, deri ve meme
timorlerinde, normal dokuyla karsilastirildiginda yukseldigi gérilmustar. GST
P1-1 enzimleri bir¢ok farkli kanserde uygulanan kemoterapi ve radyoterapiye

direnclilik gosterir (7.

1.4.1.4 Teta Sinifi Glutatyon S-Transferazlar

GSTT1 ve GST T2 olan iki teta geni 22q 11,2 bolgesinde 50 kb arayla
siralanmistir ") . Benzer yapiya sahip olan GST T1 8,1 kb, GST T2 ise 3,7
kb uzunlugundadir. insanlar arasindaki ekspresyonlari ¢ok genis dagiim
gosterir. GST T-1 239 aminoasitten olugan bir homodimerdir. Beyin, kolon,
kalp, bobrek, overler, prostat, testis, timus, tonsil ve uterus gibi baslica

organlarda tespit edilmistir ("®%%,

GST T sinift enzimlerden GST-T1 gen urund, monoholomethan,
diclorometan ve etiloksil bilesiklerinin detoksifikasyonunda onemli rol oynar.
Bu enzimleri kodlayan genin bulunmamasi veya bu genin drunleri olan
enzimlerin eksikligi akciger, mesane ve larenks gibi sigarayla iligkili

kanserlerin riskinin arttigi bulunmustur ©1%2,
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1.4.2 Glutatyon S-Transferazlarin Substratlari

Glutatyon S-transferaz enzimleri endojen molekuller (C-Hidroksil-2-
nored, Adenin propenol, koletrol-5, 6-Oksit, Dopominokren vb.), kemoterapik
ilaglar (Sisplatin, Klorambust, siklofomib vb), c¢evresel karsinojenler
(Butodien, Akrolein, irikloroetien vb) olmak Uzere ksenobiyotiklerin genis

spektrumu detoksitiye ederler ®).

GST izozimlerinin spesifik subsratlart GST Pi igin 3-dikloro-4-12-
metilen butiril feroksi asetik asit (Etakrinik asit), GST alfa igin organik hidro
peroksitler, GST mu igin 1,2-dikloro-4-nitrobenzen, GST teta i¢in 1,2-epoksi-
3-(p-nitro feroksi) propen ve GST zeta z-butil hidro peroksit, GST sigma igin

1-koloro-2,4-dinitrobenzendir 2,

1.4.3 Glutatyon S-Transferaz’larin Biyolojik Rolii

GST'ler c¢ok sayida ksenobiyotik, sitotoksik ajanlarin ve
kanserojenlerin metabolizmasindan sorumlu enzimlerdir. Bu enzim genis bir
yelpazede yer alan organik bilegiklerle glutatyonun reaksiyona girmesi ve
tiyoester olusmasini bazen de detoksifikasyonun ilk adiminda yeralarak

merkaptiirik asit olusumunu katalizler®. Bu reaksiyonlar sonucu olusan
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merkaptirik asit (N-asetil sisteyin) viicuttan idrarla atilir®). Ayrica GST’lerin
hicrede lipit peroksidasyon ve serbest radikal olusumu ile ilgili ortaya ¢ikan
propenollerin ve doymamis aldehit UrlGnlerinin detoksifikasyonunda rol

aldiklari gosterilmistir®®),

1.4.4 Glutatyon S-Transferaz Ve Larenks Kanseri

1 @) Larenks skuamoz hicreli karsinomlu

Unal M. ve arkadaslar
hastalarda ve kontrol gruplariyla yaptiklari ¢alismalarinda GST M1 ve P1 gen
polimorfiziminin hasta gruplarinda farkli ¢ikmadigini, fakat GSTT1 null
genotipinin  larenks kanserinde kontrol gruplarina kiyasla arttigini

goOstermiglerdir. Yapilan baska bir calismada ise GST M1 ve T1 genotipinin

bas-boyun kanser riskini arttirdigi bulunmustur®®.

Jourenkova N. Ve arkadaslari ®?; hepsi sigara icen 129 larenks
kanserli, 172 kontrol grubuyla yaptiklari ¢galismada GST M ve GSTT1 null
genotipinin kanser riskini arttirdigini; GSTT1 ve My ‘in ikisinin null oldugu

durumlarda kanser riskinin 2 kat arttigini belirlemiglerdir.

162 bas-boyun skuamoz hucreli karsinomlu hasta ve 315 kontrol

grubuyla yapilan ¢alismada hastalarin %53,1’inde ve kontrollerin %42,9’'unda
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GST M1 null, fakat hastalarin %32,7’sinde ve kontrollerin %17,5’'inde GSTT1
null bulunmustur. Her iki null genotipinin yas, cinsiyet, sigara icme, alkol
kullanimi gibi risk faktorleriyle bir iliski bulunamamigtir. GST M1 ve T1 null
genotipleri hastalarda risk faktodrlerinden bagimsizdir fakat sigaraya bagl

kanserlerde genetik duyarlilik icin bir belirleyicidir ©°.

Calismalarin birgogu GST izozimlerinin null genotiplerinin kanser
riskinin oldugunu sdylese de bazi ¢calismalarda farkli sonuglar elde edilmigtir.
Larenks kanserli hastalarin %80’i, kontrol grubunun %50’sinde GST M1gen
delesyonu bulunmasina ragmen GSTT1’in kontrol ve kanserli grup arasinda
istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunamamistir. GST M1 gen
delesyonunun larenks kanseri olma riskini belirledigi gosterilmistir®". 235
bas-boyun skuamdz hicreli kanserli hasta ve 285 kontrol grubuyla yaptiklari
calismada kanserli hastalarin %12,3’'Unde kontrol grubunun %13,6’sinda,
GST P1 (+) bulunmustur. GSTP1 genetik polimorfizminin bag-boyun
skuamé6z hucreli kansere duyarhiigi degistirmede pek bir roli olmadigi

dustintlmektedir .

Konig ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada; bas-boyun kanserli
hastalarda GST enzim aktivitesinin timorlu dokularda normale gore azaldigi

%) Larenks ve farenks skuaméz hicreli karsinomlarda

tespit edilmistir'
radyoterapiden once ve sonra immunohistokimya yontemiyle GSTP

salinimina bakilmig ve bir fark bulunamamistir. Ayrica, GSTP ekpresyonunun
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diferansiasyon derecesiyle baglantili oldugu goérulmustar. G1 evresindeki
timorlerde GSTP salinimi %88, G2’'de %65,7, G3'te %15,4 bulunmustur.
GSTP ekspresyonunun radyasyona duyarliligi belirlemede direk rola yoktur.

Diger bazi faktorlerin bu roll belirlemede etkili olabilecedi dusinulmektedir

(94).

Bir calismada bas-boyun kanserli hastalarda GSTP seviyesi ve TNM
siniflandiriimasi arasinda 6nemli bir iliski bulunamamis; bu nedenle GSTP1-
1’ in bas-boyun kanserinde plazma belirleyicisi olarak kullanilamayacagi
gosterilmistir®). Baska bir calismada GSTA, GSTP ve GSTM4’e bakilmis, 14
larenks kanserli hastanin 11'inde GST enzim aktivitesinin 3 kati arttigi

belirlenmistir®®.

1.5 P53’un Yapisi Ve Fonksiyonu

ilk olarak 1979 yilinda, onkogen olarak tanimlanan p53 genin®” Giriinii
transkripsiyon faktoru olarak islev goren 393 aminoasitten olusan, tetramerik
yapili nukleer bir fosfoproteindir. “ Genomun gardiyani” olarak tanimlanan
normal p53 (wilde-type) tumor baskilayici geni, genomun butunluguna

koruyarak hiicresel déngiiniin giivenli bir sekilde devam etmesini saglar ®

102).

24



Tumodr bsakilayici gen olan p53, ¢cok cesitli insan kanserlerinde rol
oynamaktadir. p53 mutasyonlari meme, akciger, mesane ve kolon kanserini
iceren pekcok kanser c¢esidinde bulunmustur. Tium kanser vakalarinin
yarisinin p53 genindeki mutasyonlarla iligkili oldugu tahmin edilmektedir. Bu
tahmin, P53’Gn hlcre ¢ogalmasinda anahtar bir olayi kontrol ettigini ve bu

regulasyonun hiicreye veya dokuya 6zgiil olmadigini akla getirir %,

Calismalar normal hucrelerin distuk duzeyde P53 proteini igerdigini
gostermistir'®). P53 proteini radyasyona duyarliligindan dolayi iki yola girer.
1. DNA’da hasar olusturan U.V. 1gsinlar, dogal tip (normal) P53 protein
dizeyini guglu bir sekilde arttirir ve bu ylzden hicresel donguyu G1 fazinda
durdurarak, DNA hasarinin onarimi igin uygun zaman saglar'®. 2. yolda ise
hata tamir edilmezse P53, hlcrenin bdlinmesini durdurur ve hucreyi

apopitoza yonlendirir (1%%.,

Farkli mutasyonlar p53’U degistirerek farkli ozellikler kazanmasina

%) ve proteinin yapisi degistigi icin DNA’'ya baglanamaz.

neden olurlar ¢
Genin tek alelinde meydana gelen mutasyon hucrede fonksiyonel P53
proteini yokmus gibi davranir. Mutant alel normal alelin fonksiyonunu

engelledigi icin “dominant negatif’ denir. Bu genin homozigot kaybi, DNA

hasarinin onarilmamasiyla sonuglanir ve hicre malign yonde degisime ugrar

(107).

25



Hucre dongusinin kontrolinde p53 geninin esas roll, kanser ve
hicre dongusuyle, kanser ve hlicre buyumesini dizenleyen genler arasindaki

iliskilerin 5Gnemini ortaya koymaktadir (%%,

1.5.1 P53 Ve Larenks Kanser

Larengeal kanserler de dahil olmak Uzere insan epitelyal kanserleri
arasinda gorulen en yaygin mutasyon p53 degisimidir ve bu degisimin
frekansi invaziv lezyonlarda, invaziv olmayan lezyonlara goére %60-81

oraninda artarak devam eder .

Friedman ve arkadaslari (%) evre Ill ve IV larenks skuamdz hiicreli
karsinomlu olan 69 hastanin 39'unda P53’Un yuksek diuzeyde ekprese
edildigini gostermigtir. Erken evredeki larenks kanserli 63 hastada yapilan
calismada evre ve histolojik differansiasyon ve hastaligin gidisatiyla P53

199) " Bir calismada ilerlemis

ekspresyonu arasinda bir iligki bulunamamistir!
larenks kanserlerinin %62’sinde (16 hastanin 12’sinde) P53 overekspresyonu
gorulmus, p53 genetik mutasyonu gorulmemistir. Ayrica timorlerin %39'unda
(18 hastadan 7sinde) P53 overeskprese olmamig fakat p53 mutasyonu
oldugu gorulmustar. Yapilan bu galismada P53 mutasyonlu, ileri larengeal
110).

karsinomlu hastalarin yasama oraninda disiis oldugu gdsterilmistir ¢

Yakin zamanda yapilan immunohistokimyasal bir galismada, 86 hastanin
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%60’inda P53’Un over ekspresyonu goérulmus ve bunlarin %23’G zayif pozitif,

%36’s! orta pozitif, %40’ Inda siddetli pozitiflik bulunmustur™'".

immiinohistokimyasal ve molekiiler tekniklerle vyapilan bitin
arastirmalar erken evredeki larengeal sukuamoz hucreli kanserlerde P53’ln

prognostik marker olarak kullanilamayacagi sonucuna varilmigtir "2,

1.6 Calismanin Amaci

Larenks kanseri tim kanser cesitlerinin 2,2%’sini olusturmaktadir'®.
Tum dunyada yilda 142,168 erkekte (6lum sayisi 78,573) ve 19,235
kadinda(6lum sayisi 10.517) larenks kanser olgusuna rastlanmigtir.
Tirkiye'de ise yilda 168 kiside gériilmiis ve 103’l 6liimle sonuglanmistir'*®
1956 vyillinda erkek-kadin arasindaki goérilme orani 15:1 iken; son
zamanlarda bu oran 5:1 seklinde dramatik bir sekilde artis gostermistir. Bu
degisim, kadinlarin son yillarda sigara kullaniminin artmasinin yani sira alkol,

refli, beslenme aligkanhgi, virusler gibi nedenlerinde larenks kanserinde

onemli etiyolojik faktérler oldugu bilinmektedir'".

Larenks kanserinde, tumorun lokalizasyonu, evresi, diferansiasyonu

prognostik faktorler olarak bilinmekte ve klinikte tedavi uygulamalari bu
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parametrelere gore secilmektedir. Bu parametrelerin, timorin erken teshisi,
gelisim sureci ve uygulanacak tedaviyi belirlemede yetersiz kalmasi yeni

prognostik faktorlerin geligtiriimesi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Karsinojenleri  metabolize eden enzimler, c¢esiti  kimyasal
karsinojenlerin aktivasyonu ve deaktivasyonunda goérevlidir. Bu enzimlerin
hedef dokulardaki ekspresyonlarinda kisiler ve irklar arasinda degisimler
klinik ve epidemiyolojik c¢alismalarda gdzlenen duyarlihktaki farklihgi

aciklayabilir "4

GST genelde Kkarsinojenlerin detoksife eden faz |I
metabolizmasinda rol almaktadir. GST P insan skuamoéz epitelinde eksprese
oldugu gosterilmistir’®.  Arastirlmis olan insan timérlerinin  normal
dokusuna kiyasla, GST P akciger, mide, kalin bagirsak, mesane ve serviks
dokularinda daha yiiksek seviyede eksprese edildigi saptanmistir’'®. GST’

nin farkl izozimlerinin o dokunun farkl substrat spesifikligini géstermektedir.

Bu dokunun substratlara karsi detoksifikasyon kapasitesini etkiler"'".

Karsinojenlerin metabolitleri ve karsinojenler, tumor supresor genler ve
protoonkogenlerin  fonksiyonunu mutasyon yoluyla degistirip maling
transformasyona neden olurlar’®.  Sonug olarak p53  geninin
ekspresyonunda larenks kanserinde sigaranin karsinojenik etkisi igin

arastiriimasi gerekmektedir.

GST izozimleri ve P53’Un larenks kanserinde Onemli oldugu

28



go6rulmektedir. Calismamizda bu faktorlerin larenks kanserinde tumor
belirleyicisi olarak kullanilabilirligi immunohistokimya yontemiyle tespit
edilecektir. Ayrica bulgularimiz klinik parametrelerle iligkilerine bakilarak

hastaligin gidisati hakkinda kullanilabilirligi degerlendirilecektir.
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2 MATERYALVE YONTEM

21 Materyal

2.1.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler

Primer Antikor (GSTA,GSTM4,GSTP,GSTT1,P53)

Sekonder Antikor (Biotinylated secondary antikor), (Dako)

TBS buffer (Thermo, USA)

%30’ luk H20, Solusyonu (Sigma)

Ksilol (Merck)

Etanol (Merck, Almanya)

Metanol (Merck, Almanya)

Sodyum sitrat (Sigma)

Sitrik asit (Sigma)

Protein Blokaji (Normal Swine Serum, Normal Goat Serum)(Dako)
ABC HRP(Avidin Biotin Complex Horse Radish Peroxsidase), (Dako)
Hematoksilen (Shandon)

DAB (Diamino benzidin) (Dako)

30



2.1.1.1 Solusyonlarin Hazirlanigi

H,O, Blokaji Solusyonunun Hazirlanisi: 30 ml %30’luk H20,

uzerine 470 ml methanol ilave edilerek hazirlandi.

. Antijen Retrival Solusyonunun Hazirlanisi (0,01 M, pH: 6.0):

2,101 gr sitrik asit (A) 100ml distile suda; O,1 M 14,7 gr
sodyum sitrat (B) 500ml distile suda; ¢ozuldu. 9 ml A
solusyonundan,41 ml B solusyonundan alinarak 500 ml'ye

distile su ile tamamlandi.

0,005 M Tris Tamponunun Hazirlanigi: 60,55 gr tris base, 85,20
gr NaCl 500 ml distile suda ¢ozultr. 370 ml 1 M HCI eklenerek
pH: 7,6’ ya getirilip 1lt'ye tamamlanir. (1 ml TBS 100ml distile

suyla seyreltilerek kullanilir.)

2.1.2 Kullanilan Cihazlar

Etav

-20’lik derin dondurucu ve buzdolabi

pH-metre

Vortex
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Rotator

Duduklu tencere
Isitic

Fotograf makinesi
Terazi

Istk mikroskop

2.2 Kullanilan Yontemler

2.2.1 Materyal Kazanimi Ve Hazirlanisi

Calismada Dr. Lutfi Kirdar Kartal Egitim ve Arastirma hastanesine
2004-2006 yillari arasinda basgvuran, larenks kanser tanisi konmus ve
kemoterapi ile radyoterapi uygulanmamig, 44 erkek ve 4 kadin olmak Uzere
48 hastadan alinan larenks timoérli ve normal doku (timoére uzak)
orneklerinde calisildi. Calisma materyalleri operasyon sirasinda klinisyen
tarafindan larenjektomi, tiroidektomi, boyun diseksiyonu yéntemiyle alindi ve
dokulardan patoloji kliniginde parafin bloklar hazirlandi ve bu bloklardan her
bir vaka icin poly-L-lysin kapli lamlara 5 kesit alindi. 48 hastanin tamamina
GST izozimleri ve P53 uygulanmasina ragmen; GSTA’da 43, GSTP’'de 42,
GSTT1 de 46 ve GSTM4’te 35 ve P53’te 44 vaka deg@erlendirilebildi. Diger

vakalar elimine edildi.
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Hastalara ait tumdr dokularinin klinik evrelendirmesine TNM evreleme
sistemi ®9: timoér dokusunun differansiasyon degerlendirmesi icin Ucli
derecelendirme(grade) sistemi kullaniimigtir. Bu degerlendirme proje

calismasi igerisinde yer alan patolog tarafindan yapildi.
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Hastalara ait yas, sigara kullanim durumu, tamor tipi, timor yerlesim

bdlgesi, grade, TNM ve evreyle ilgili hasta bilgileri ¢izelge 2.1.’de verilmigtir.

Hasta Yas(Cinsiyet) Sigara Grade | Evre | TUmor yerlesim yeri
Durumu(paket/yil)

1. EK 60(E) 1p/20 2 2 Glottik

2. FK 60(E) 1P/40 2 - Glottik

3. CG 54(E) 1P/20 2 4A | Glottis,infrasupraglottik

4, SK 56(E) 1P/20 3 4B | Transglottik

5. Cl 49(E) 1P/20 2 - Supraglottik

6. AY 54(E) - 1 3 Glottik

7. DY - (B) 1P/30 2 4A | Supraglottik

8. RAO 71(E) - - 4A | Glottik

9. MT 50(E) - 2 3 Supraglottik

10. I.C. 51(E) 1P/20 2 4A | Supraglottik

11. S.Y. 62(E) 1P/20 2 2 Supraglottik

12. F.D. 65(E) 2P/30 1 3 infrasupraglottik

13. M.O. 54(E) 1P/40 1 4A | Supraglottik

14. Y.G. -(E) 1P/20 2 3 Supraglottik

15. AA. 42(E) - 2 4A | Supraglottik

16. AT. 49(E) 1P/40 2 4A | Supraglottik

17. 1.8. 67(E) 1P/40 2 - Glottik

18. H.C. 60(K) 2P/40 2 4A | Glottik

19. S.B. 52(E) 1P/25 2 3 Glottik

20. E.T. 38(E) - 2 3 Supraglottik

21. B.O. 73(E) 1P/10 2 4A | Supraglottik

22. H.D. 60(E) 2P/45 2 4A | Glottik

23. AM. 67(K) 1P/25 2 3 Supraglottik

24. B.G. 76(E) 1P/50 2 3 Glottik

25. H.B. 67(E) 3P/40 2 3 Supraglottik

26. M.D. 46(E) 1/P30 3 4A | Supraglottik

27. K. 53(E) 1P/35 2 3 Supraglottik

28. S.U. 75(E) - 2 - Supraglottik

29. P.P. 76(E) S(-) 1 4A | Glottik

30. 1.0. -(E) 1P/45 2 3 Glottik

31. AU. 60(E) - 2 - Glottik

32. P.F. 72(E) - 2 2 Glottik

33. AZ 67(E) - 2 - Glottik

34. M.C. 68(K) - 2 - Glottik

35. AC. 71(E) 2P/60 2 - Glottik

36. K.S. 52(E) - 2 3 Glottik

37. F.Y. 52(E) 1P/35 2 3 Supraglottik

38. F.S. 60(E) 2P/40 2 4A | Glottik

39. N.U. 71(K) 1P/20 2 3 Glottik

40. S.G. 49(E) 1P/30 2 - Glottik

41. AT. 69(E) - 2 3 Supraglottik

42. F.T. 62(E) - 2 3 Supraglottik

43. M.B. 61(E) - 2 3 Supraglottik

44. E.F. -(E) - 2 3 Supraglottik

45. D.A. 38(E) 1P/20 2 2 Glottik

46. RK. 62(E) 2P/30 2 2 Supraglottik

47. N.S. 54(E) - 2 3- Supraglottik

48. HA 50(E) - 3 4A | Supraglottik

Cizelge 2-1 Larenks Skuaméz Hiicreli Kanserli Hastalarin Ozellikleri
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2.2.2 immiinohistokimya Prosediirii "°

. Dokularin Deparafinizasyonu

1) Etuvde 70C’de 1 saat bekletildi.

2) Isinmis ksilolde 10 dakika bekletildi.

3) Etuvden cgikarildiktan sonra oda sicakhginda soguma
islemi icin 10 dak. bekletildi.

4) -Absolu alkolde 1dak.
-Absolu alkolde 1dak.
-Absolu alkolde 1 dak.

-Distile suda 1-2 dak. bekletildi.

II. Basamak

1) H2O2 Dblokaji ile endojen peroksidoz aktivitesinin
inhibisyonu (10 dakika)

2) Cesme suyunda 5 dak. bekletildi.

3) TBS’e batirilip, ¢ikarildi.

4) Antigen Retrival Solusyonu i¢inde duduklu tencerede 3
dakika kaynatildi.

5) "Protein Blocking Solution” ile non spesifik boyanma

inhibisyonu i¢in uygulandi (30 dakika))
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6) Primer antikor uygulandi (60 dak.)

7) TBS ile 3defa yikama yapildi ve her yikamada 5 dak.
bekletildi.

8) Sekonder antikor uygulandi (60 dakika)

9) TBS ile yikandi (3x5 dakika)

10)Streptavidin-peroksidaz kompleksi uygulandi (30 dakika)

11)TBS ile yikandi(3x5dakika)

12)DAB (10 dakika uygulandi)

13)Distile H,O (1 dakika)

lll. Basamak: Hematoksilen Boyamasi

1) Hemotoksilen 1dak.

2) Distile H,O 1 dak.

3) Absolu Alkol1 dak.

4) Absolu Alkol 1 dak.

5) Absoli Alkol 1 dak.

6) Absolu Alkol-ksilol 1dak.

7) Ksilol 1 dak.

Poly-L-lysin kapli lamlara alinan doku kesitleri deparafinizasyon isleminden
sonra immunohistokimya (IHC) yontemi ile GSTA (1:100),GSTM4(1:50),
GSTP (1:100), GSTT1(1:200) ve P53(1:100) antiserumlari(antikorlari) bolim
2.2.2.’de ayrintili olarak agiklanan prosedure gore boyandi. IHC uygulanan

preparatlar 1sik mikroskobunda boyanma siddetine ve boyanma yuzdelerine
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bakilarak patologla birlikte degerlendirmeleri yapildi ve fotograflari cekildi.
Degerlendirmede boyanma siddeti i¢in; boyanma olmamasi durumu (-), zayif
boyanma (1+), orta siddette boyanma (2+), siddetli boyanma (3+) olarak;
boyanma ylzdesi igin hucrelerin; %0 i¢in boyanma yok, %0-10 igin (1+),%11-

50 icin (2+) ve >%50 igin (3+) olarak degerlendirme yapildi.

2.2.3 ISTATISTIKSEL ANALIiz

Tumorlu ve normal hucrelerin kargilastirlmasinda Wilconson Signed Ranks
Test; tumorll hucreler ile klinik parametreler (evre, grade, sigara durumu)
arasindaki iligki icin Sperman Rank Test uygulandi. Bu analizlerde SPSS-15

surumu kullanild.
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3 ARASTIRMA BULGULARI

3.1 P53 ve GST izozimlerinin Normal ve Kanserli Larenks

Dokularindaki Dagilimi

Ayni hastalara ait larenks tumorli ve normal huicrelerdeki GST
izozimlerinin ve P53’Un dagihmini karsilastirabilmek igin Wilconson Signed

Ranks Testi uygulandi. Analiz sonuglari Cizelge 3.1’de verilmistir.

GST ALFA GSTP GST TETA1 GST MO 4 P 53
T K T K T K T K T K

) 29 1 - 2 1 - 1 1 6 43

(1+) 8 13 5 17 8 3 24 19 18 -

(2+) 6 29 27 18 36 41 10 15 15 1

(3+) - - 10 5 1 2 - - 5 -
Toplam | 43 43 42 42 46 46 35 35 44 44
Asymp. ,000 ,000 013 ,025 ,000
Sig.(p)

0% 29 1 - 2 1 - 1 1 6 43
1-10 % 4 6 - 6 - - 1 - 12 1
11-50% 7 5 4 8 10 4 19 17 9
>50 % 3 31 38 26 35 42 14 17 17
Toplam | 43 43 42 42 46 46 35 35 44 44
Asym.S ,000 ,001 011 102 ,000

i9.(p)

Cizelge 3-1 GST izozimlerinin ve P53’lUin timorli ve normal larenks dokularindaki
dagihmi ( T: timor, K: kontrol (normal)) (p<0,05)
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3.1.1 GST izozimlerinin Dagilimlari

43 larenks kanserli hastanin tumorlt ve normal dokusunda GSTA’ nin
dagihmi incelenmistir (Cizelge 3.1). Boyanma siddetine gore tUmorlt hucreler
29 vakada (-), 8 vakada (1+), 6 vakada (2+) boyanma goOstermis, (3+)
boyanma goOsteren vakaya rastlanmamistir. Normal hicrelerde ise 1vaka (-),
13 vaka (1+), 29 vaka (2+) siddetle boyanmigtir. TUmorlt hicrelerde oldugu
gibi (3+) boyanma normal vakalarda da gorulmemistir. Hucrelerin boyanma
yuzdelerine gore gruplandiriididinda 29 tumor vakasinda boyanma
olmazken, normal hulcrelerde 1 vakada boyanma gorulmemigtir. TUumorla
hicrelerde 4 vaka, normal hucrelerde 6 vaka %1-10 arasinda boyanma;
tumorlld hucrelerde 7 vaka, normal hucrelerde 5 vaka %11-50 arasinda;
tumorld hicrelerde 3 vaka, normal hucrelerde 31 vaka %50’nin Ustunde
boyanma gostermigtir. Verilerde de goruldugu tzere GSTA, normal hicreler,
tumorla hicrelere gore hem boyanma siddeti hem de boyanma yuzdesi
bakimindan anlaml derecede yuksek bulunmustur. GSTA tumorla dokuyu (-)

boyarken, normal dokuyu (+) boyamistir (p<0,05) (Sekil3.1).
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Sekil 3-1a) Normal yiizey epiteli ve b)GSTA ile (-) boyanmig tiimor hiicresi

glandlarda GSTA ile (1+) boyanma x50 x50

Ayni hasta grubuna ait , 42 timorli ve normal larenks dokusunda
GSTP incelenmistir (Cizelge 3.1). Boyanma siddeti agisindan tumorlu
dokularda (-) boyanma gorulmezken 2 vakaya ait normal dokuda (-) boyanma
belirlenmistir. 5 vakada tumorlu hucrelerde, 17 vakada normal hdcrelerde
(1+) boyanma; 27 vakada timorlu hicrelerde, 18 vakada normal hucrelerde
(2+) boyanma; 10 vakada tumorlt hlcrelerde, 5 vakada normal hucrelerde
(3+) boyanma gorulmuagstir. GSTP’nin timdr ve normal hicreleri boyama
yuzdesine bakildiginda, %0 ve %1-10 degerlerine tumorli hicrelerde
rastlanmamis; normal hicreler 2 vakada %0, 6 vakada %1-10 arasinda
boyanma gostermis, tUmorlu hucreler 4 vakada, normal hicreler 8 vakada
%11-50 arasinda boyanma gdstermis, 38 timorli ve 26 normal vaka >%50
boyanma gostermistir. GSTP, timorli hdcrelerde normal hicrelere gore

daha fazla eksprese edilmektedir (Sekil 3.2)
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Sekil 3-2 a)Tiimorli dokuda GST P (3+) P) Normal yiizey epitelinde boyanma

boyanma x 200 olmamasi ve komsu glandlarda GST P

hafif pozitif boyanma X 50

Sekil 3-3 GST P boyanmayan normal ylizey epiteli ve tiimorde (2+) boyanma X 200

46 larenks kanserli hastanin timérli ve normal dokusunda, GSTT1
incelenmigtir (Cizelge 3-1).TUmorli  hicreler 1 vakada (-) boyanma
gOsterirken, normal dokularda (-) boyanma gdsteren vakaya rastlanmamistir.

Tumorll 8 vaka ve normal 3 vaka(1+) boyanma siddeti, 36 timorlt vaka , 41
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normal vaka (2+) boyanma; 1 tumorli vaka, 2 normal vaka (3+) boyanma
siddeti gostermistir. GSTT1 ‘in timoérld ve normal dokuda dagilim yuzdeleri
ise; %0 boyanan 1 tumorlu vakaya karsilik, %0 boyanma normal vakada
gorulmemigtir. Ne tumoérli ne de normal vakalarda %1-10 boyanmaya
rastlanmamistir. 10 tGmorlh ve 4 normal vakada %11-50, 35 tumorlt ve 42
normal vakada >%50 boyanma goérulmustir. GSTT1 normal hucreleri

tumorll hicrelere gore daha fazla boyamistir (p<0,05) (Sekil 3-4).

Sekil 3-4 a)GST T1 Normal ylizey epiteli
ile normal glandlarda (1+) boyanma X
50

b)GST T1 ile timodrde (-) boyanma X 200

35 larenks kanserli hastanin timoérlu ve normal dokusunda, GSTM4
incelenmistir(Cizelge 3-1). Tumorla ve normal 1 vaka (-) boyanma gdstermis,
24 tUmorlt ve 19 normal vaka (1+) boyanma, 10 timorli ve 15 normal vaka
(2+) boyanma go6stermis, normal ve tumorli vakalarin higbirinde (3+)
boyanma goériimemistir. GSTM4 ‘Gn normal ve tumorll vakalardaki dagilim
yuzdesi; 1 timorld ve 1 normal vakada %0, 1 tUmorli vakada %1-10

arasinda boyanma gorulurken, normal vakada gorilmemis, 19 tGmorll ve 17
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normal vakada %11-50 arasinda, 14 timorla ve 17 normal vakada ise >%50

boyanma gorulmustir. GSTM4 ‘de normal hicrelerde tumaorll hicrelere gore

daha fazla eksprese edilmistir (p<0,05) (Sekil 3.5).

Sekil 3-5 a)GST M4 ile timorde b)GST M4 ile normal ylizey epitelyumu
boyanma olmamasi x 100 ile normal glandlarda (2+) boyanma X50

3.1.2 P53 Doku Dagilimi

44 larenks kanserli hastanin tumorli ve normal dokularinda P53
incelenmistir(Cizelge 3.1). Hucrelerin boyanma siddetlerinin  dagihimi; 6
tumorla ve 43 normal vakada (-) boyanma, 18 tumdrli vakada (1+) boyanma
varken normal vakalarda (1+) boyanma goértlmedi.15 tumorli ve 1 normal
vakada (2+) boyanma, 5 timoérli vakada (3+) boyanma varken normal
vakalarda (3+) boyanma goérilmemistir. Boyanma vyuzdelerine goére; 6

tumorld ve 43 normal vakada boyanma gorulmezken; 12 timorli ve 1 normal
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vakada %1-10 arasinda boyanma, 9 tumoérli vakada %11-50 arasinda
boyanma, 17 tumdrli vakada  >%50 boyanma gorulmastir. Normal
vakalarda %11-50 ve >%50 boyanma gorulmemistir. P53, tumorll hucrelerde

normal hidcrelere gore daha fazla eksprese edilmistir (P<0,05) (Sekil 3.6,

Sekil 3.7, Sekil 3.8).

Sekil 3-6 a) P53 ile timorde niikleer (+)  b)P53 ile timorde (-) boyanma X 200
boyanma X 100

Sekil 3-7 P53 ile boyanmayan yiizey epiteli ile timoérde (1+) boyanma X 100
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Sekil 3-8 P53 ile timorde (+) boyanma ve normal glandlarda boyanma olmamasi X 100

3.2 P53 ve GST izozimlerinin Klinik Parametrelerle Karsilagtiriimasi

48 larenks kanserli hastadan; 39 hastanin klinik evrelemesi, 47
hastanin differansiasyon derecesi(grade), 32 hastanin sigara i¢cim yili ve
43’0nun yaslar bilinmektedir. Bu 6zelliklerin ortalamalarina bakildigin da
hastalarin 18’i evre3 ve 39'u grade 2 6zelligi godsterirken, 17’si 30 yil ve daha
az sureyle gunde en az 1 paket sigara ictigi,1 hastanin hi¢ sigara

kullanmadigi bilinmektedir. Hastalarin yas ortalamlari 59’ dur. (Cizelge 3.2)
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Sigara igim
Evre grade yili Yas
N Gegerli 39 47 32 43
Bilgi olmayan 9 1 16 5
Ortalama 3,3333 1,9362 2,3438 59,4186
Ortalam standart hata ,11223 ,05612 ,09640 1,52688
Standart sapma ,70088 ,38472 ,54532 10,01245

Cizelge 3-2 Hastalarin klinik parametrelerinin dagilimi

Larenks tumorli dokularinda GST izoziminin ve P53’Un evre(stage),
grade ve sigara i¢cim yili arasindaki iligskiyi belirleyebilmek i¢cin Sperman Rank

Testi uygulanmigtir. Sonuglar gizelge 3.3’ te goruimektedir.

GST GST GST | GST | GST GST GST GST
alfaty | alfatr Pity | Pitr tetaty | tetatr miuty mutr p53ty | P53tr

Timor evre  (rs)
,199 213 -,005 | -,038 | ,005 ,128 -,268 -,210 -,309 | -,301

(p) | 237 ,206 975 | ,825 | 978 452 ,152 ,266 ,067 ,075

N 37 37 36 37 37 37 30 30 36 36

Timor (rs)
,359% ,365* -,037 | -,060 | -,095 -,310* | -,634* | -533** | -,017 | ,091

derece

(p) | ,016 ,014 ,815 | ,698 | ,536 ,038 ,001 ,001 ,914 ,558

N 45 45 43 44 45 45 35 35 44 44
Sigara icim  (rs)
| ,035 ,035 ,014 | -,181 | ,044 ,222 -,188 -,016 ,230 ,235
yih

(p) | .853 ,853 941 | ;322 | ,816 ,239 ,402 ,943 ,231 ,220
N 31 31 32 32 30 30 22 22 29 29

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed)
.* Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed)
Correlation Coefficient :(rs)

Sig. (2-tailed) : (p)

ty: timorlu hicrelerin ytzdesi,

tr: timorld hiicrelerin boyanma siddeti

Cizelge 3-3 Klinik parametrelerle immunohistokimya sonug¢larinin karsilastiriimasi
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Cizelge 3.3’e gore tumodrun evresi degerlendirildiginde; GSTA ve
GSTT1 ile ¢gok zayif (+) korelasyon, GSTP, GSTM4 ve P53 ile ¢ok zayif (-)

korelasyon bulunmustur (p>0,00).

Grade, GSTA ile zayif (+) korelasyon (p>0,00) ,ancak GSTP ve P53
ile cok zayif (-) korelasyon, GSTT1 ile zayif (-) korelasyon, GSTM4 ile guglu

(-) korelasyon bulunmustur.

Sigara i¢cim yili ile GSTM4 arasinda ¢ok zayif (-) korelasyon; GSTP,

GSTA, GSTT1 ve P53 ile ¢cok zayif (+) korelasyon bulunmustur.
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4 TARTISMA VE SONUC

Larenks Kanseri insanlarda tum  malignitelerin = %2,2’sini
olusturmaktadir. Erkeklerde 15:1 oraninda 60 yas Uzerinde sik olmakla
birlikte, kadinlarin da sosyal hayatta daha fazla yer almalari nedeniyle
giderek daha sik gériilmeye (5:1) baslanmistir™®. Skuaméz hiicreli karsinom,
larenksin en énemli, en sik goriilen malignitesidir'®. incelemis oldugumuz
hasta serisi 44’0 erkek, 4’0 kadin olmak Uzere literatur bilgileriyle uyumluluk
gOstermektedir. Hastalarimizin timi skuaméz hucreli karsinom  6zelligi

gOstermektedir ve yas ortalamsi 59’dur.

Larenks kanserinde, tumoérin lokalizasyonu, evresi, diferansiasyonu
prognostik faktorler olarak bilinmekte ve klinikte tedavi uygulamalari bu
parametrelere gore segilmektedir. Bu parametrelerin, tumoriun erken teshisi,
gelisim sureci ve uygulanacak tedaviyi belirlemede yetersiz kalmasi yeni

prognostik faktorlerin gelistiriimesi gerekliligini ortaya koymaktadir.

Karsinojenleri  metabolize eden enzimler, c¢esitli kimyasal
karsinojenlerin aktivasyonu ve deaktivasyonunda gorevlidir. Bu enzimlerin
hedef dokulardaki ekspresyonlarinda kisiler ve irklar arasinda degisimler
klinik ve epidemiyolojik c¢alismalarda go6zlenen duyarliliktaki farkliligi

114)

aglklayabilir( GST genelde karsinojenlerin detoksife eden faz I
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metabolizmasinda rol almaktadir. GSTP insan skuamdz epitelinde eksprese
oldugu gosterilmistir’®.  Arastirlmis olan insan timérlerinin  normal
dokusuna kiyasla, GSTP akciger, mide, kalin bagirsak, mesane ve serviks
dokularinda daha yiiksek seviyede eksprese edildigi saptanmistir '®. GST’
nin farkli izozimlerini o dokunun farkh substrat spesifikligini gostermektedir.

Bu dokunun substratlara karsi detoksifikasyon kapasitesini etkiler 17

Karsinojenlerin metabolitleri ve karsinojenler, timor supresor genler ve
protoonkogenlerin  fonksiyonunu mutasyon yoluyla degistirip maling

'18)Sonug olarak Ps3 geninin ekspresyonunda

transformasyona neden olurlar’
larenks kanserinde sigaranin karsinojenik etkisi igin aragtiriimasi

gerekmektedir.

Tumoruan diferansiasyonu (grade) cesitli kanserlerde zaman zaman
prognostik parametre olabilecek Ozellik gostermektedir. Vakalarin buyuk
cogunlugu grade 2 derecesindedir. Tumor dokularinda GSTM4 ekspresyonu
ve tumor derecesi arasinda guglu (-) korelasyon bulunmustur (p<0,01).
GSTM4 ekspresyonu G1,G2,G3 derecelerinde gittikge azalmigtir. Simdiye
kadar vyapilan c¢alismalarda GSTM4 ve grade ile ilgili bir calismaya
rastlanmamistir. Fakat GSTP ile yapilan bir galismada GSTP ekspresyonu,
G1,G2,G3 timorlerinde %88, %69,7, %15,4 olarak bulunmustur®”. Baska bir
calisma da ise orta ve kotu diferansiye hiucrelerde GSTP mRNA’sinin iyi

120

diferansiye hiicrelere goére arttigi bulunmustur!’®®. Bizim calismamizda bu

49



bulgulara paralel olarak GSTP’nin ekspresyonu ile grade arasinda ¢ok zayif
(-) iliski bulunmustur. Calismamizda GSTT1 ile timoér derecesi zayif (-)
korelasyon gostermektedir. Bu da GSTT1 ekspresyonunun az diferansiye
(G3) tumdrde daha az eksprese edildigini gostermektedir. GSTA iyi
diferansiye(G1) tumoérlerde, az diferansiye(G3) tiumorlere gére daha az
eksprese edilmektedir. Bir calismada (*" P53 ile grade arasinda yiiksek
dereceli istatistiksel olarak anlamh (+) yonlG iligki (p<0,05) bulmuslardir.
Calismamizda da bu bulgular desteklenmektedir. Yani artmis olan P53
ekspresyonu kotu prognozu gosterebilecek az diferansiye(G3) timora isaret

etmektedir.

Hastalarimizin ¢ogu ileri klinik evre (evre lllI) gostermektedir. Evre
yukseldikge GSTA, GSTT1 ekspresyonu yukselmistir. Ancak bu korelasyon
zayIf dereceli bulunmustur. Bu istatistiksel iliski g6z 6nline alindiginda GSTA
ve GSTT1?’in bir kétu prognoz belirleyicisi olabilecegi anlagiimaktadir. Ayrica
P53 ekspresyonun klinik evre ile (+) yonlu iligkili oldugu bagka bir calismada
gosterilmistirt"'”). Timérlerin kétii seyirleriyle anlamli birlikteligi gdstermek

hasta sayisindaki artigla mumkun olabilecektir.

Sigara kullanimi, larenks kanseri ve diger kanser turlerinin
olusumunda etkili bir risk faktoridir ©%. Yapilan calismalarda larenks
kanserli hastalarin % 88-89 ‘u hayatlarinda belli bir sture sigara kullanmis,

%50’den fazlasinin da giinde bir paketten fazla sigara ictigi belirlenmistir 2.
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Sigara icmeyenlere oranla igenlerde larenks kanseri olma riski 6.1 ile 15.8 kat
daha fazla olarak degismektedir V). Bizim bulgularimiz da sigara icim yili ile
GSTA, GSTP, GSTT1ve P53 arasinda ¢ok zayif (+) ilsiki gérulmastir. Bu
hastalarin sigara kullanimiyla birlikte GSTA, GSTT1 GSTP izozimleri ve P53
ekspresyonu artis gostermistir. Ancak GSTM4 ile sigara icim yil arasinda
¢ok zayif (-) korelasyon bulunmustur. Sigara i¢cim yili arttikca GSTM4
ekspresyonu azalmistir. Bizim bulgularimiza paralel olarak; sigara igenler
arasinda larenks kanserine yakalanma riski GST M1 null genotipiyle arttigini
gostermistir®°%. Calismamizdaki timérlii hastalarda sigara icim yili arttikaga
GSTM4 ekspresyonunun azalmis oldugu istatistiksel olarak tespit edilmigtir.
Bu da sigarada bulunan karsinojenik maddelerin GSTM4’lUn substratlari
olabilecegini ve GSTM4’Un azalmigs olmasinin larenks kanserinin

olusmasinda roll olabilecegini gostermektedir.

Yapilan calismalarin bazilarinda larenks kanserinde GST enzim
aktivitesinin 3 kati arttigi bulunmustur. Ama GST izozimleri bu artista farkh
sekillerde eksprese edilmigtir. Tumorld ve normal dokularda GST M5
eksprese olmamis ancak tumorli dokuda normale kiyasla GSTP artmis,
GSTM4 ve GSTA azalma gostermistir ®°). Bizim calismamizda ise bu literatir
bilgilerine uygun olarak GSTP ve P53 tumorli dokuda normale gore daha
fazla eksprese olmustur. Ayrica GSTA, GSTM4 ve GSTT1'’in tumorlu dokuda

daha az eksprese edildigi tespit edilmigtir

51



Sonug olarak, timorin derecesi ile GSTM4 arasinda istatistiksel
acidan anlamh guglt (-) iliski bulunmaktadir. Sigara igim yili ile tiumor
belirleyicileri arasinda (+) yonlu ¢ok zayif iligski bulunurken, sadece GSTM4 ile
(-) yonla zayif iliski bulunmustur. Clinkd ¢ogu vakamizin sigara igim yil

bilgileri elde edilememistir.

Kisi sayisi arttinlarak bu calismanin tekrar edilmesi klinige

uygulanmasi agisindan gereklidir.
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