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OZET

Amag: Bu calismanin amaci, son yillardaki tiim gelismelere ragmen sag
kalim oranlarinda artis olmayan hastaliklardan biri olan larenks kanserlerinde,
Toll-like reseptor 2,3,4 genleri ekspresyonunun arastirtlmasi ve hastaligin

klinikopatolojik 6zellikleri ile olan iligkilerin ortaya konmasidir.

Gerec¢ ve Yontem: Bu calisma 2016-2018 tarihleri arasinda Cerrahpasa
Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Hastaliklari Anabilim Dali’'nda larenks
skuamoz hiicreli karsinomu nedeniyle agik cerrahi ydntemle total ve parsiyel
larenjektomi yapilan 50 hasta tizerinde retrospektif olarak yapilmistir. Hastalarin
normal doku ve tiimor doku Orneklerinde ger¢ek zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu ile Toll-like reseptor 2,3,4 ekspresyon degerleri Olgiilmiistiir. Bu
calisma Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi
Tarafindan Desteklenmistir. Proje numarasi: 27974, proje kodu: TTU-2018-
27974 tiir.

Bulgular: Hastalarin yaslari1 34 ile 84 arasinda degismekte olup ortalama
60,56+9,67°dir. Hastalarin 47’s1 (%94) erkek; 3’4 (%6) kadindir.50 hasta
incelendiginde 2"AACTdegeri TLR-2 geni i¢in; normal dokularda 1, timorli
dokuda 0,1+0,1, TLR-3 i¢in; normal dokuda 1, tiimorlii dokuda 0, TLR-4 igin;
normal doku 1, tiimorli doku 1+1olarak bulunmustur. Tiimor dokularinda normal
dokuya gore ekspresyonu her ti¢ gen i¢in de azalmistir ve aradaki fark istatistiksel
olarak anlamlidir (p<0,001). TLR-2, TLR-3, TLR-4 ekspresyonu ayni1 kalan veya
artan grupla, ekspresyonu azalmis grup arasinda, hastalarin klinikopatolojik

ozellikleri agisindan istatiksel olarak anlamli bir iliski saptanmamustir.

Sonu¢: Bu calismada elde ettigimiz veriler 1s1ginda larenks skuamoz
hiicreli kanserlerinde TLR 2,3,4 ekspresyonlar1 azalmaktadir. Ileride yapilacak
caligmalarda bu geni hedef almak hastaligin tan1 ve tedavisinde faydali sonuglar

verebilir.

Anahtar kelimeler: Larenks kanseri, Toll-like reseptor 2,3,4
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to investigate the expression of the Toll-like
receptor 2,3,4 genes in laryngeal cancers, one of the diseases with no increase in
survival rates despite all the recent developments, and to reveal the relationship with the

clinicopathologic features of the disease.

Material and Method: This study was retrospectively performed on 50 patients
who underwent total and partial laryngectomy by open surgical technique for laryngeal
squamous cell carcinoma of the Otorhinolaryngology Department of Cerrahpasa
Medical Faculty between 2016-2018. Toll-like receptor 2,3,4 expression levels were
measured in normal tissue and tumor tissue samples of patients by Real-time
Polymerase Chain Reaction. This study was supported by Istanbul University Scientific
Research Projects Coordination Unit. Project number: 27974, project code: TTU-2018-
27974.

Results: The ages of the patients ranged from 34 to 84, with a mean of 60.56 +
9.67. Forty-seven (94%) of the patients were male; 3 (6%) were females. When 50
patients were examined, for the TLR-2 gene of 2"AACT; 1 for normal tissues, 0,1 + 0,1
for tumorous tissue, for TLR-3; 1 for normal tissue ,0 for tumorous tissue , for TLR-4;1
for normal tissue , 1 £ 1 for tumorous tissue. Expression of tumor tissues compared to
normal tissues was decreased for all three genes and the difference was statistically
significant (p <0.001). There was no statistically significant relationship between TLR-
2, TLR-3, and TLR-4 expression in the group with the same or increased expression and

decreased expression in terms of clinicopathologic characteristics of the patients.

Conclusion: As a result of this study, TLR 2,3,4 expression in laryngeal
squamous cell carcinoma is decreased. Targeting the TLR 2,3,4 gene in future studies
may provide beneficial results in the diagnosis and treatment of the disease.

Key words: Laryngeal cancer, Toll-like receptor 2,3,4
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1. GIRIS

Larenks kanserleri, bas boyun kanserleri arasinda 2. en sik goriilen malignite
olup, 5 yil ve lizeri sag kalim %67°dir. Bu tiimorlerle ilgili 6nemli 6zelliklerden biri
Ozellikle ileri evrelerde lokal invazyon (lenfatik invazyon, vaskiiler invazyon, perindral
invazyon, Kartilaj invazyonu vb.) ile lokal ileri hastaliga yol acip ¢evre dokulara yayilim
riski ve bolgesel ve/veya uzak metastaz riskidir. Tiimorojenez ve invazyon, timor
mikrocevresine sitokin ve kemokin salinimi, doku proteazlarinin aktivasyonu ve
bunlarin  sonucu olarak apoptoz inhibisyonu, anjiyogenez ve proliferasyonun
aktivasyonu gibi birgok mekanizmanin i¢ ice girdigi kompleks bir durumdur. Timér
mikrogevresinde ki inflamatuar hiicrelerden salinan ¢esitli endojen Toll-like reseptor
(TLR) ligandlari, prekanserdz hiicrelerdeki TLR sinyal yolunu aktive ederek sitokinlerin
(IL-1, 6, 8 ve 18), biiyiime faktorlerinin, anjiogenik faktorlerin ve ekstraselliiler matriksi
yikan proteazlarin (metalloproteinazlar) agida c¢ikmasimi saglar.! 2 Boylece kanser
gelisimini ve kanserin ilerlemesini destekleyen mikro gevresel sartlari olusturur. Hem
onkogen hem de tiimor siipresor genleri posttranskripsiyonel diizeyde regiile eden
mikroRNA’lar ile TLR arasindaki iliski de kanser olusumunda onemlidir. Cesitli in
vitro ¢alismalarda, TLR tetiklemesinin insan meme kanseri hiicrelerinde, melanom
hiicrelerinde ve berrak hiicreli renal karsinom hiicrelerinde, servikal ve prostat
kanserlerinde apoptozu indiikledigini gdsterilmistir.>*Oral kavite kanserli hastalarda
yapilan bir ¢alismada ise, yiiksek TLR3 ekspresyonu, kotii diferansiasyon ve perindral
invazyonlutiimérii olan hastalar ile anlamli korelasyon gdstermistir.> Baska bir bas-
boyun kanserli hastalarda yapilmis ¢alismada ise TLR3 yalnizca bas ve boyun timor
dokusunda saptanirken, komsu dokuda veya lokopastik dokuda tespit edilmemistir.
Ayrica TLR-3 ekspresyonunun inhibe edilmesi sonrasi c-myc onko-protein inhibisyonu
ve hiicre proliferasyonu inhibisyonu oldugunu saptamis ve invaziv karsinomaya yol

acan fenotipe katkida bulundugunu ortaya koymustur.®

Bu calismadaki amacimizise Real Time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)
yontemini kullanarak larenks kanserlerinde TLR 2-3-4gen ekspresyonunu gostermek,
tiimorlii ve normal dokulardaki ekspresyonlar1 karsilastirmak, farkli timor evrelerinde
timorlii dokularda TLR 2-3-4 ekspresyonunu belirlemek, bu genlerin ekspresyon diizeyi
ile invazyon arasindaki iliskiyi ortaya koymak ve prognostik 6zelligini incelemektir.
Larenks kanserli hastalarda bu proteinlerin ekspresyonlari sinirli sayida calismada

1



degerlendirilmistir. Bu ¢alismayla larenks kanserli hastalarda TLR 2,3,4 ekspresyonlari
degerlendirilecek, prognozu o6n gormede kullanilacak bir marker olarak

kullanilabilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Larenks Anatomisi ve Embriyolojisi

Larenks, boynun 6n kisminda yerlesen nefes alma, ses olusumu ve iist solunum
yollarinin aspirasyondan korunmasi gibi fonksiyonlar1 olan 6nemli bir organdir. Larenks
embriyolojik olarak iki farkl: taslaktan gelisir. Bukkofaringeal tomurcuktan supraglottis,
trakeobrongiyal tomurcuktan ise glottis ve subglottis gelisim gosterir. Frazer 1909
yilinda supraglottisin bukkofaringeal tomurcuktan orta hat birlesmesi olmadan
gelistigini gostermis olup; larenksin cerrahi olarak boéliinmesinin anatomik ve
embriyolojik olarak uyumlu oldugunu belirtmistir. Tarihsel olarak tiimdriin invazyon ve
davraniglarint 6ngérmede bu boliinme deger tagimaktadir. Larenksin gelisimi postnatal
donemde de devam eder, 25 yaslarinda kemiklesmeye baslar ve 65 yas civarinda bu

kemiklesme tamamlanir.’

Larenks, hyoid kemik ve 9 adet kikirdak ile bunlan tespit eden ligamanlar,

membranlar ve kaslardan olusur.

2.1.1. Larenks Kikirdaklari

Tiroid kikirdak: Larenks kikirdaklarinin en biiyiigiidiir ve orta hatta birlesen iki
laminadan olusmaktadir. Bu iki lamina erkeklerde 90°, kadinlarda ise 120-140° ’lik bir
ac1 olusturacak sekilde birlesirler. Laminalarin siiperiorda inkomplet birlesmesi sonucu
tiroid ¢entik olusur. Her iki laminanin arka sinirinda yukar1 ve asagi dogru uzantilar
vardir. Yukar1 dogru olan uzantiya superior kornu, asagi dogru olan uzantiya ise inferior
kornu denir. Inferior kornu, krikoid kikirdak ile eklem yaparken; superior kornu lateral

tirohyoid ligaman ile hyoid kemige baglanir.®

Inferior kornu siiperiora gére daha kisa ve kalindir. Tiroid kikirdagin i¢ ve dis
yiizii, perikondriyum ile ortiliidiir (Sekil 2-1). Dis perikondriyum, i¢ perikondriyuma
gore kikirdaga daha zayif yapismustir. Kikirdagin i¢ yiizeyi oldukga diizdiir. I¢ yiizde
tiroid ¢entik ile alt kenar arasindaki mesafenin yaklasik olarak ortasina denk gelen yerde
kiiciik bir kabarti vardir. Buraya 6n kommisiir tendonu (Broyle Ligamani) yapisir.
Perikondriyum icermeyen bu bdlge kanser invazyonu i¢in Onemlidir. Epiglotun

petiolusu bu noktanin yaklasik 1 cm kadar iizerine tiroepiglottik ligaman ile yapisir.



Tiroid kikirdagin tist kenarina tirohyoid membran, alt kenarina krikotiroid membran ve

ligaman yapisir.’

Krikoid kikirdak: Hyalin yapida olan bu kikirdak, tiroid kikirdagin hemen
altinda bulunmaktadir. Larenks kikirdaklarindan en saglam ve en kalin olanidir. Tiroid
kikirdaktan farkli olarak, larengeal havayolunu gevreleyen tam bir halka seklindedir. On
kisim yiiksekligi 5-7 mm, arka kisim yiiksekligi ise 20-30 mm arasinda degisir. Tiroid
ve aritenoid kikirdak ile eklem yaptig1 yiizeylere sahiptir (Sekil 2-1).2

Epiglot: Elastik kikirdak yapisinda olan epiglot kikirdak yaprak seklindedir. Dil
kokii ve hyoid kemik korpusunun arkasinda yer alir ve larenks girisini olusturur.
Petiolus adi verilen bir sap1 vardir. Petiolus, 6n kommisiiriin iizerinde tiroid laminaya
yapigir. Epiglotun 6n orta kismu median glossoepiglottik ligaman ve lateral
glossoepiglottik ligamanlar araciligiyla dile tutunur. Bu plikalar arasinda bulunan
cukurlara vallekula denilmektedir. Epiglot hyoide 6n alt yiizeyininde hyoepiglottik
ligaman ile baglanir. Epiglotun lateralinden farenks lateral duvarina uzanan kivrima
farengoepiglottik plika adi verilir. Epiglotun larengeal par¢asinin 6n kisminda tabani
tiroepiglottik ligaman ile sinirlanan bir yag yastig1 vardir ve yutkunma esnasinda epiglot

yukar1 ve 6ne dogru hareket ederek larenksin girisini kapatir, bolusun gegmesini saglar.’

Aritenoid kikirdaklar: Cift kikirdaklarin en biiyiikleridir ve fonksiyon olarak
krikoid ile birlikte larenksin en 6nemli yapisal elamanlarindandirlar. Fibroelastik yapida
olup apeks kisimlari hari¢ hyalin yapidadirlar. Sekil olarak ii¢ yiizlii piramide benzerler.
Krikoid kikrdak posterior laminasi iizerindeki krikoaritenoid eklem yiizlerinde otururlar.
One dogru olan ¢ikint1 vokal ¢ikint1 olarak adlandirilir ve bu bolgeye vokal kordlarin
posterior boliimleri baglanir. Lateraldeki ¢ikintiya muskuler ¢ikinti denir ve bu bolgeye
posterior krikoaritenoid, lateral krikoaritenoid, oblik aritenoid ve tiroaritenoid kaslar
yapigtr (Sekil 2-2).8

Kornikulat kikirdaklar: Santorini kikirdaklar: da denilen bu kiigiik kikirdaklar,

aritenoid kikirdaklarmin tepesi ile eklem yapar.®

Kuneiform kikirdaklar: Wrisberg kikirdagi da denilen bu kikirdaklar,
kornikulat kikirdagin hemen Oniinde ariepiglottik plika icinde olup pasif destek

fonksiyonlar1 vardir.®
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Sekil 2.1. Larenks Iskeletinin Anterior ve Posterior bakista (Netter FH: Atlas of
Human Anatomy, 2. Baskidan Ceviri, Cumhur M)

Hyoid Kemik: Tam olarak larenksin bir pargasi degildir ancak larengeal
fonksiyonlarda yer alir. Preepiglottik mesafenin 6n bolimiinii olusturur. Erigkinde
hipofarenks 6n duvart ve dil kokiinlin 6n-alt boliimiinde tiroid kikirdagin hemen
tizerinde 3. servikal vertebra seviyesinde bulunur. Gévdesinin her iki tarafta kornu
majus ve kornu minus olarak adlandirilan boynuzlar1 vardir. Vertikal olarak tirohyoid
membran ve superior kornu ile tiroid kikirdaga tutunur. Suprahyoid ve infrahyoid kaslar

arasinda asihidir. Baska kikirdak veya kemik yapilar ile eklem yapmaz.®

2.1.2. Larenks Eklemleri

ki onemli eklemi vardir: Krikotiroid ve krikoaritenoid eklemler. Bu eklemlerin

her ikisi de gercek sinovyal eklemlerdir.

Krikotiroid eklem: Tiroid kikirdagin alt kornusu ile krikoid kikirdagin eklem
yiizeyi arasinda bulunur. Sesin kalinlagsmasindan sorumlu bu eklem, her iki alt kornu
lizerinden gecen bir hat {izerinde rotasyon hareketi ile kornu iizerinde 6ne ve arkaya,

sinirl bir kayma hareketi yapar.°

Krikoaritenoid eklem: Aritenoid kikirdak tabani ile krikoid kikirdak laminasi

ist kosesindeki eklem ylizeyi arasindadir. Eklemin rotasyon ve kayma hareketi vardir.
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Arka, tist ve igten, alt 6n ve disa dogru uzanan oblik bir hatta meydana gelen rotasyon

hareketi ile vokal kordlar abduksiyon ve adduksiyon hareketini yaparlar.®
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Sekil 2.2. Larenks Iskeletinin sag lateral bakista ve sagittal kesitte goriiniimii (Netter

FH: Atlas of Human Anatomy, 2. Baskidan Ceviri, Cumhur M)
2.1.3. Larenks Kaslari

Larenksin kaslari

intrensik  ve
incelenmektedir.

ekstrensik  kaslar olarak iki grupta

2.1.3.1. Ekstrensik kaslar

Larenksin bir biitiin halinde hareketi ve fiksasyonu ile ilgilidirler. Suprahyoid ve

infrahyoid kaslar olarak iki gruba ayrilirlar. Suprahyoid kaslar hyoid ve larenksi yukari
ve One, infrahyoid kaslar ise asag1 ceker.

Suprahyoid kaslar: Geniohyoid, Mylohyoid, Stilohyoid ve Digastrik kaslardir.

Infrahyoid kaslar: Omohyoid, Sternohyoid, Sternotiroid, Tirohyoid kaslardur.



2.1.3.2. intrensik kaslar

Larenks fonksiyonlarindan esas sorumlu kaslardir(Sekil 2-3). Krikotiroid kas

hari¢ tiimii vagusun rekiirren larengeal dali ile innerve edilir. Fonksiyonlarina gore su

sekilde smiflandirilir:

Abdiiktor kaslar: Vokal kordlarim tek abdiiktorii posterior krikoaritenoid

kastir.(m.postikus) Bu kasin hareketiyle vokal kordlar birbirinden uzaklasir, uzar ve

gerginlesir.

Addiiktor kaslar: Vokal kordlart birbirine yaklastirirlar. Lateral krikoaritenoid

kas en onemli addiiktordiir. Tiroaritenoid ve interaritenoid kaslar da addiiksiyonda rol

alir.

Tensor (Gerici) kaslar: Krikotiroid kas(eksternal tensér) ve vokalis kast da

denilen internal tiroaritenoid kas(internal tensor) rol alir.®
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Sekil 2.3. Larenksin Intrensek Kaslar1 Lateralden Krikotiroid Kas ve Tiroid Kartilaj
Laminas1 Alindiktan Sonraki Goriiniimii ve Posterior Bakista Goriintimii (Netter FH:

Atlas of Human Anatomy, 2. Baskidan Ceviri, Cumhur M)

2.1.4. Larenks Damarlar

Larenksin kanlanmasi superior ve inferior tiroid arterin larengeal dallarindan
saglanir. Superior larengeal arter, superior larengeal sinirle birlikte tirohiyoid membrani
delerek larenkse girer. Vokal kordlara kadar olan larenks bolgesini ve piriform siniisii
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besler. Tiroservikal trunkusun inferior tiroid arter dalinin bir devami olan inferior
larengeal arter, rekiirren sinir ile birlikte trakea ve Ozefagus arasindaki olukta yukari
dogru ilerler. Rekiirren sinir ile birlikte, alt konstriiktor kasin derininden gegerek
larenkse girer. Vokal kordlarin serbest kenarlarinin altinda kalan boliimiinti kanlandirir.
Iki arterin dallar1 arasinda anastomozlar vardir. Vendz direnaj arterlere eslik eden
stiperior ve inferior larengeal venler araciligi ile internal juguler vene ve tiroservikal

trunkusa bosalir.

2.1.5. Larenks Lenfatikleri

Pratik olarak glottik bdlgenin lenfatik drenajinin olmadig1 ya da ¢ok az oldugu
kabul edilmektedir. Larengeal lenfatiklerin en yogun oldugu supraglottik bolgenin
lenfatik drenaji1 tirohiyoid membrani gegerek {ist ve orta derin servikal zincire dogru
olurken; subglottik bélgenin lenfatik drenaji krikotiroid membrant gegerek once
pretrakeal ve prelarengeal (delphian nodiilii), buradan da orta derin servikal zincire
dogru olmaktadir. Burada dikkat edilmesi gereken nokta, epiglot orta hat yapisi

oldugundan lenfatik akim1 bilateraldir.®

2.1.6. Larenks Ligamentleri ve Membranlari

Hiyoepiglottik ligament, epiglotun 6n yiizii ile hyoidin arka iist pargas: arasinda
yer alir. Krikotrakeal ligament, krikoid ile birinci trakea halkas1 arasindadir.
Farengoepiglottik ligament, epiglotun yan kenarlarindan yanlara farenks fasyasina
dogru uzanir. Krikotiroid membran, tiroid kartilajin alt kenarindan krikoid kartilajin tist
kenarina kadar uzanir. Tirohiyoid membran, tiroid kikirdagin {ist kenarindan baslayip
hiyoid kemigin hemen altindan gecip hiyoidin iist kenarinda sonlanir. Krikovokal
membran (konus elastikus), glottik ve subglottik mesafeyi paraglottik mesafeden ayirir.
Kuadrenguler membran epiglotun serbestkenarina tutunarak baslar ve arkaya dogru

ilerleyerek aritenoid kikirdagin medial yiiziine yapisir.®

2.1.7. Larenks Noroanatomisi

Larenks; N.vagus’un dallar olan siiperior ve inferior larengeal sinirler tarafindan
innerve edilir. Siiperior ve inferior laringeal sinirler aralarindaki Galen anastomozuyla
birbirlerine baglanirlar. Galen anastamozu arkus aortadaki baro ve kemoreseptorlere

duysal inervasyon saglarken; trakea ile 6zefagusa motor inervasyon saglamaktadir.



Stiperior laringeal sinir, N. Vagus’tan ayrildiktan sonra larenkse girmeden
eksternal ve internal oarak iki dala ayrilir. Internal dal sadece duysal dal igerirken;
eksternal dal hem duysal hem motor dallar igerir. Eksternal dal krikotiroid kas1 inerve
etmektedir. Internal dal, tirohyoid membrani superior laringeal arter ile beraber delerek
iceri girer ve glottik alan ve yukarisindaki mukozal alanlarin duysal innervasyonunu

saglar. Gidalarin aspire edilmesini engelleyen 6ksiirme refleksini tagir.

Inferior(Rekiirren) larengeal sinir (RLS) krikotiroid kasin disindaki larenksin
tiim intrensik kaslariin motor innervasyonunu ve glottik ile subglottik larenksin duysal
innervasyonunu saglar. Seyri boyunun her iki tarafinda farklidir. Sagda Subklavyan
arter ve solda arkus aortayr donerek yeniden boyuna yiikselen bir yol izlediklerinden
rekiirren admi alir. Sag RLS subklavian arterin oniinde vagustan ayrilir. Subklavian
arterin etrafinda, 6nden arkaya dogru ilerler ve ardindan trakedzefagial oluk icinde
yukar1 dogru yonelir. Sol RLS ise, arkus aortayr doner, arkus aortanin arkasindaki
ligamantum arteriosum lateralinde geger ve trakedzefagial oluga girer. Tiroid bezinin alt
ucunda inferior tiroid arterin dallar1 arasinda ilerler. Genelde sinir arterin derinindedir,
ancak cok cesitli varyasyonlara rastlanabilir. Her iki taraftaki RLS, tiroid loblarinin
posteriorunda trakeaya paralel olarak ilerleyerek farenksin alt konstriktér kasinin hemen

altinda krikotiroid eklemde larinkse ulasir.**

2.1.8. Larenks Boslugu( Endolarenks)

Larenks kavitesi farenksle iliskili olan larengeal girisiten, trakea ile devam eden
krikoid kikirdak alt kenarina kadar devam eder. Endolarenkste kenarlardan kaynaklanip
ve i¢ kistma dogru uzanan sagl sollu bir ¢ift plika vardir. Ustteki plikalara ventrikiiler

band, alttakine vokal kord denir. Vokal kordlar larenksi ii¢ bolgeye ayirir (Sekil 2-4).8

2.1.8.1. Supraglottik Bolge

Epiglot ucundan laringeal ventrikiil taban1 ve lateral duvari birlesim yerine kadar
uzanan bolgedir. Epiglotun suprahyoid-infrahyoid bdoliimleri, preepiglottik bolge,
ariepiglottik plikalar, iki aritenoid, ventrikiiler band bu bdlgededir. Vallekula ise
orofarenkse aittir. Alt sinir olarak ventrikiil apeksinden gecen horizontal diizlem kabul
edilir. Supraglottik kanserlerde diger 6nemli bir bolgede marjinal zondur. Bu bdlgeden
kaynaklanan tlimdrler daha agresiftirler. Bu bolgeye suprahyoid epiglot ve ariepiglottik

plikalar dahildir.



Histolojik olarak supraglottik bolge siliyali kolumnar epitelyum ile kaplidir.
Sadece epiglot serbest kenarlar1 ve ariepiglottik plikalar ¢ok katli yassi epitel ile
kaplidir.®

2.1.8.2. Glottik Bolge

Glottik bolge, her iki yanda vokal kordlar, 6nde 6n komissiir ve arkada arka
komissiir tarafindan sinirlanan boélgedir. Alt sinir apeksin 1 cm altindan gecen horizontal
cizgidir. Vokal kordlar, 6n komissiirde Broyle ligamaniyla tiroid kartilaj i¢ yiiziine
yapigirlar ve bu bolgede perikondrium bulunmamaktadir. Arka komissiir ise esas olarak
aritenoid ¢ikintilar, interaritenoid kas ve krikoid posterior laminasi tarafindan
siirlandirilir. Bolge histolojik olarak ¢ok katli yassi epitelle kaplhidir. Yetigkin erkekte
glottisin ortalama uzunlugu 23 mm, yetiskin bayanda ortalama 17mm kadardir.

Yetiskinlerde iist solunum yolunun en dar kismidir.®

2.1.8.3. Subglottik Bolge

Glottik bolgenin alt simmirindan krikoid kartilajin alt kenarina kadar uzanan
bolgedir. Ust smr olarak vokal kordlarm alt yiizeyindeki skuaméz epitel-silyalt
respiratuar epitel gecis zonu ya da vokal kordlarin 0,5-1 cm alti Onerilmektedir.
Bolgenin destek yapilari krikoid kikirdak ve konus elastikustur. Primer olarak buradan

baslayan tiimérler son derece nadirdir, genellikle glottik kanserler bu bolgeye uzanir.®
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Sekil 2.4. Endolarenksin Posterior Bakista Goriiniimii (Netter FH: Atlas of Human
Anatomy, 2. Baskidan Ceviri, Cumhur M)

2.1.8.4. Endolarenks Mukozasi

Larenks mukozast silyali ¢ok katli kolumnar epitel ve ¢ok katli yassi epitelden
olusur. Yukarida agiz ve hipofarenks mukozasi ile devam eder. Cogunlugu respiratuar
epitel ile doseli olmakla birlikte epiglotun suprahyoid kismi, ariepiglottik kivrimlarin
iist kisimlar1 ve vokal kordlarin serbest kenarlari ¢ok katli yasst epitel ile kaplidir.
Epitelin altinda degisken bir bazal membran ve bu ikisini ayiran gevsek bir fibroz
stroma tabakast mevcuttur. Bu fibroz tabaka vokal kordlarda, epiglotun larengeal

yiiziinde mevcut degildir.®

2.1.9. Laringeal Membranlar ve Bosluklar

Reinke Boslugu: Vokal kordun mukozasinin altinda bulunan, fibroz yapilardan
zayif subepitelyal konnektif doku tabakasidir. Yukarida vokal ligamentin superolateral
kenar1 boyunca, ventrikiil tabanina dogru ilerler. Etrafi saglam fibroz doku ile
¢evrelenmistir. Kordun serbest kenarindan 2 mm kadar uzakliktadir. Vokal kord

kanserlerinin bu araliga girmesi, lenfatik gegisin basladigin1 gosterir.®
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Tirohyoid membran: Tiroid kikirdagin iist kenari ile hyoid kemik arasindaki
elastik fibroz yapidir. Kenarlarda daha kalindir. Preepiglottik boslugun 6n yiiziini

olusturur.

Konus elastikus (Kriko-vokal ligaman):Ustte vokal ligaman ve aritenoidin
vokal ¢ikintisindan baslayip krikoid kikirdak i¢ perikondriyumunun ortasinda sonlanan
fibroz yapidir. Vokal ligamanlar konus elastikusun kalinlasmis parcast ve devamudir.

Paraglottik boslugun alt kismui ile subglottik boslugu birbirinden ayirir.

Kuadrangiiler membran: Epiglotun lateralinden baslayip ariepiglottik kivrim
icinde asagi inen fibréz yapilardir. Arkada aritenoid ve kornikulat kikirdaklara

yapisarak sonlanirlar ve alt uglart vestibiiler ligamani (band ventrikiil) olusturur.

Prepiglottik Bosluk: Preepglottik bosluk adindan da anlasilacagi {izere
epiglotun anteriorunda yer almaktadir ve epiglot bu boslugun arka smirim
olusturmaktadir. Sinirlart istte hyoepiglottik ligaman ve vallekula mukozasi, altta
tiroepiglottik ligaman ve onde tirohyoid membran ve tiroid laminanin i¢ yiizeyleridir.
Lateralde preepiglottik bosluk paraglottik bogluklara agilmaktadir. Epiglotun infrahyoid
parcasindan koken alan tiimorler bu yapiyr delebilir ve preepiglottik bosluga

yayilabilir.®

Paraglottik Bosluk: Paraglottik bosluk, glottik bolgenin her iki yaninda yer
almaktadir. Yalanci ve ger¢ek vokal kordlarin hem altinda hem de iistiinde yer alir ve
tiimorlerin transglottik ve ekstralaringeal yayilimi agisindan 6nemlidir. Bogluk medialde
kuadrangiiler membran, ventrikiil ve konus elastikus; lateralde tiroid laminanin
perikondriyumu ve krikotiroid membranla smirlidir. On iist kisimda preepiglottik
boslugun posterior parcasina agilir. Piriform siniis mukozasi ise arka sinirini olusturur.
Paraglottik boslugun komsuluklar1 bu alani laringeal kanserlerin yayiliminda énemli bir
duruma getirmektedir. Bu bosluga giren supraglottik tiimorler kolayca ekstralaringeal

yayilim gosterebilirler.®

Subglottik Bosluk: Ustte, 5nde ve orta hatta Broyle ligamani, lateralde konus

elastikusun medial yilizeyi ve medialde subglottik mukoza ile sinirlidir.

2.2. Vokal Kord Histolojisi

Vokal kordlar histolojik olarak su tabakalardan olusur:
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1. Keratinize olmayan ¢ok katli yass1 epitel
2. Lamina propria:

a) Lamina proprianin yiizeyel tabakasi: Reinke boslugu olarak da
isimlendirilen ve daha ¢ok amorf yapida ekstraseliiler sividan olusan
yapidir.

b) Lamina proprianin orta tabakasi: Elastik liflerden olugmakta ve vokal
ligamanin yiizeyel tabakasini meydana getirmektedir.

€) Lamina proprianin derin tabakasi: Kollajen liflerden olusmakta ve vokal

ligamaninin derin tabakasin1 meydana getirmektedir.

3. Kas tabakasi: Onde tiroid kikirdak i¢ perikondriyumuna, arkada aritenoid

kikirdak vokal ¢ikintisina yapisan tiroaritenoid kastan meydana gelir.

2.3. Larenks Fonksiyonlari

Larenksin primer ve en ilkel fonksiyonu, solunum esnasinda alt hava yollarini
korumaktir. Diger fonksiyonlari, oksiiriik, Valsalva manevrasi ve akcigerlere giren
cikan havanin kontrolii ve diizenlenmesidir. Larenks ayrica solunum kontroliinii ve
kardiyovaskiiler fonksiyonlar1 etkileyen bir¢ok refleksin aferent ayagini olusturan

duyusal bir organdir.®
2.4. Larenks Kanserleri

2.4.1. Epidemiyoloji

Amerika Birlesik Devletleri'nde 2016 yili i¢inde 13,430 larenks kanseri
vakasinin tani alacagi ve yaklasik 3620 hastanin bu hastalik nedeniyle yasamini
yitirecegi tahmin edilmektedir. Larenks kanseri erkeklerde kadinlara oranla daha sik
goriilmektedir (sirastyla 5.8/100,000 ve 1.2/100,000).12 Hastalarin yaklasik %60°1 ileri
evrede (evre 3 veya 4) tan1 almaktadirlar. Ne yazik ki larenks kanseri, 5 yillik sag kalim
orani gecen 40 yil icinde azalan birkag¢ kanser tiirlinden bir tanesidir. Toplam insidansi
azalmasina ragmen 5 yillik sag kalim %66’dan %63’e diismiistiir.*?Ulkemizde ise
Saglik Bakanligi verilerine gore en sik goriilen kanserler siralamasinda 7.7/100,000 ile

6. Sirada gelmektedir.!®Hastalik cogunlukla 6. Ve 7. dekatta ortaya ¢ikmaktadr.
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Larenkste bircok malignite goriilebilmesine ragmen, vakalarin %95’inden fazlasi

larenksi kaplayan epitelden kdken alan skuamoz hiicreli karsinomdur (SHK).

2.4.2. Etyoloji

2.4.2.1. Tiitiin ve alkol

Tiitiin ve alkol kullanimi larenks kanseri i¢in iki 6nemli risk faktoriidiir. Alkol ve
tiitin  kullaniminin  siiresine ve miktarina bagli olarak risk artmakta; kullanimin
birakilmasindan sonra yavasca diismekte fakat en az 20 yil boyunca bazal risk
seviyesine inmemektedir. Sigara igenler igmeyenlere gore 10-15 kat daha fazla riske
sahiptirler ve yogun sigara kullanimi olanlarda bu oran 30 kata kadar ¢ikmaktadir.** Zuo
ve ark.’lar®® yillik 40 paket veya iistii sigara kullanimi dykiisii olan bireylerde kanser
riskinin 9 kat arttigini1 raporlamislardir. Alkol ve tiitlinliniin birlikte kullanim1 sinerjistik
etki gostermektedir. Alkol tiiketimi Ozellikle supraglottik karsinomlar icin risk

faktoriiyken, tiitiin glottik karsinomlarla iliskilidir.

2.4.2.2. Diger toksinler

Bazi c¢evresel faktorlere maruziyetin larenks SHK riskini arttirdig:
diisiiniilmektedir. Bunlar asbest, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, siilfirik asit, hasrdal

gazi1, metal tozlari, asfalt ve tekstil tozlaridir.®

2.4.2.3. Diyet

Sebze ve meyve tiiketiminin artmast ile kirmizi et ve yag iriinlerinin tiiketiminin

azalmas1 bas boyun kanserleri agisindan koruyucu etkiye sahiptir.’

2.4.2.4. Human Papilloma Viriis (HPV)

Larenks SHK acisindan bir diger onemli faktor HPV enfeksiyonudur. Cok
sayida tilirli olmasina ragmen oral kavite ve farenks bolgesinde ortaya ¢ikan epidermoid
kanserlerin gelisiminde rol oynayan HPV 16 olarak bildirilmektedir.’® Son yayinlanan
bir metaanalizde larenks SHK olan hastalarin  %28’inde HPV enfeksiyon
bulunmustur.'®*Xu ve ark.’larmin 674 larenks kanseri hastasini inceledigi bir ¢calismada
bu oran %4,9 olarak raporlanmistir.’ Erken evre (evre 1-2) tiimérlerin, gec evre (evre
3-4) tiimorlerden, glottik tiimdrlerin, supraglottik tiimorlerden daha yiiksek oranda HPV

pozitifligi gosterdigi saptanmistir.?!
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2.4.2.5. Laringofarengeal reflii

Larenksin kronik iritasyonu, larenks kanseri agisindan risk faktorii olarak kabul
edilmektedir ve ozellikle sigara ve alkol tiiketimi olmayan hastalarda etken olarak
diistintilmektedir. Asit icerigin laringofarengeal refliisii (LFR)’ niin kanser gelisiminde
rolii olabilecegi diistincesi 1980°lerde ortaya ¢ikmistir. Genis hasta sayisiyla yapilan bir
calismada LFR’nin, sigara ve alkol kullanimindan bagimsiz olarak larenks ve farenks
kanseri riskini orta derecede yiikselttigi belirtilmistir.??Alkalin safra refliisii bir diger
faktor olabilir. Bir caligmada gastrektomi yapilanlarda kontrol gruplarina goére larenks

kanseri insidans1 artmis olarak bulunmustur.?®

2.4.3. Klinik prezentasyon

Larenks SHK’nin semptomlar1 primer tlimoriin koken aldigi yere bagl olarak
degismektedir. Glottik SHK’larin ana semptomu ses kisikligidir. Cok kiigiik lezyonlarda
dahi vokal kordlarin titresim Ozellikleri bozuldugundan bu boélgenin tiimdrleri erken
bulgu verirler. Fakat sikayetler dikkate alinmazsa ve hastalik ilerlerse dispne ve stridor
ortaya ¢ikabilir. Glottik tiimorler, dogal bariyerlerden ve lenfatiklerin azligindan dolay1
uzun siire bu bolgede smirlikalirlar.?* Supraglottik tiimérler vokal rezonans: bozmadan
disfoni yapabilirler. Disfaji, odinofaji, stridor, dispne, otalji ve hemoptizi diger
semptomlardir. Supraglottik tiimorii olan hastalar larengeal semptomlar olmadan ilk
olarak boyunda lenfadenopati ile gelebilirler. Subglottik SHK ¢ogunlukla ileri evrede

tan1 alir ve dispne ile stridor en sik goriilen semptomdur.?®

Larenks muayenesinde SHK iilseratif, ekzofitik, sesil veya polipoid lezyonlar
olarak goriilebilir. Ventrikiilosakkiiler sistemden koken alan tiimdrler erken evrede
goriilemeyebilir ve derin biyopsiler almak gerekebilir. Bir diger bulgu laringoseldir.
Laringoseli olan hastalarda direkt laringoskopi dikkatli sekilde acili endoskoplarla

yapilmali ve ventrikiil muayene edilmelidir.

2.4.4. Tam ve degerlendirme

Larenks SHK’nin tanist siklikla larenks muayenesindeki bulgulara bagli olarak
koyulur. Fizik muayene, fleksible laringoskopi, genel anestezi altinda endoskopik

muayene, biyopsi ve goriintiileme tanida kullanilan yontemlerdir.
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Fizik Muayene: Palpasyonda larenksin agrili ve hassas olmasi, larenks
iskeletinde genisleme, fizyolojik krepitasyonun kaybolmasit gibi bulgular tespit
edilebilir. Tirohyoid ve krikotroid membran bolgesinde dolgunluk olabilir. Bu tiimoriin,
tiroid kikirdak veya tirohiyoid membran bariyerini asip disa dogru cilt altina (bazen
ciltten de disan1 ¢ikar) yayildigi zaman goriilir ve bu durum hastaligin ileri evrede

oldugunu gosteren bir bulgudur.

Dil kokii palpe edilmelidir. Vokal kord fiksasyonu olan bir hastada, rekiirren
sinir fonksiyonunun bozulmasi ile direkt krikoaritenoid eklem tutulumuna bagh
fiksasyon ayirt edilmelidir. Lenf nodu metastazi acisindan supraklavikular bolge

iistiinde kalan tiim boyun alt bolgeleri dikkatli bir sekilde palpe edilmelidir.!

Bronkoskopi, 6zofagoskopi ve nazofaringoskopi: Ayni anda ikinci primer

tiimdr varliginin ve tiimoriin yayiliminin tespiti agisindan 6nemlidir.

Indirekt larengoskopi: Tanmnin ilk basamagidir. Larenks aynasi ile yapilr.
Larenksin ana goriintiisii ve dil kokiinii iyi gosterir. Tiimdriin yeri, yayilimi, goriiniimii,
vokal kordlarin mobilitesi iyice gozden gecirilmelidir. Ancak anterior komissiir,
subglottik bolge, preepiglottik bolge, paraglottik bolge ve kikirdak invazyonlarinin

degerlendirilmesinde giicliik yasanabilir.®

Endoskopik larenks muayenesi: Ozellikle son yillarda, larenksin endoskopla
degerlendirilmesi rutin muayene haline gelmistir. indirekt ayna ile degerlendirilemeyen
larenks bolgeleri ve asir1 Oglirme refleksi olan hastalarin muaeyenesini oldukca
kolaylastirmistir. Daha pahali ve ileri bir teshis metodu olan fleksibl nazofaringoskop
kullanim1 da gittikge yayginlasmaktadir. En sik kullanilan teleskoplar c¢ocuklarda

2,7mm ve eriskinlerde 4mm capli 70 derece teleskoplardir.®

Mikrolarengoskopi: Preoperatif teshiste en onemli basamaklardan biridir. Bu
yontemle, timoriin yeri ve yayginligi, ventrikiil ve siniis piriformis gibi gizli koselerin
durumu ve tiimoriin yiizeysel karakteri (nodiiler, ekzofitik, graniilomatdz, lilsere vb.
gibi) hakkinda ¢ok degerli bilgiler elde etmek miimkiindiir. Hastaligin histopatolojik
tanisinin da konmasi i¢in bu asamada biyopsi alinmalidir.70 ve 90 derecelik acilt
endoskoplarla ariepiglottik foldlar, epiglot, aritenoidler, interaritenoid bdlge, yalanci
vokal kordlar, gercek vokal kordlar yaninda subglottis, band ventrikiil, anterior
komissiir gibi rutin muayene ile degerlendirilemeyen bolgeler incelenebilmektedir. Eger

miimkiinse hipofarenksin alt boliimleri de degerlendirilmelidir.®
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Biyopsi: Kesin tan1 igin gereklidir. Tiimoriin histopatolojik tipi, diferansiyasyon

derecesi saptanabilir. Tiimdrii yakalamak icin yeterince derinden alinmalidir.

2.4.5. Goriintiileme

Larengeal malignensi sliphesi olan bir hastanin degerlendirmesinde radyolojik
goriintiileme 6nemlidir. Bilgisayarli tomografi (BT) ve manyetik rezonans goriintiileme

(MRG) larenks tiimérlerinin degerlendirilmesinde en faydal bilgileri verir.?

MRG bazi durumlarda daha iistiin olmasmna ragmen, BT en sik kullanilan
yontemdir. Ossifiye kartilaj ve kalsifikasyon gibi kemik yapilarin gorintiilemesinde BT
daha ustiindiir. Kartilaj invazyonunun tespiti ve yumusak doku degerlendirmesinde ise
MRI daha istiindiir. MRG’nin BT ye gore dezavantajlart artmig hareket artefaktinin
artmasina yol acan ve c¢Oziiniirligli azaltan uzun goriintiileme zamani, kemik
invazyonunun tespitinde diisiik yetenegi ve artmis maliyettir. Ayrica MRG, pacemaker
kullanan hastalarda veya diger ferromanyetik yabanci cisim olanlarda kontraendikedir.
Reaktif inflamatuar degisiklikler ve tiimor arasinda tam ayrim yapamadigindan yalanci

pozitiflik oran1 yiiksektir.?’

BT incelemeleri, ekstralarengeal yapilari ve lenf nodlarmin degerlendirmek i¢in
boynu taramakta, 1mm araliklarla kesitler alarak detayli incelemeye olanak saglamakta
ve multiplanar rekonstruksiyona izin vermektedir. Aksiyel kesitler tiimor
lokalizasyonunu ve boyutunu dogru tespit edebilmek igin vokal kordlara paralel olarak
cekilmelidir. Primer tiimor siklikla kontrast tuttugundan, intravendz kontrast
kullanilmast 6nemlidir. Yag baskili sekans gibi 6zel MRG serileri, 6zellikle paraglottik

ve preepiglottik bosluklarin degelendirilmesinde faydalidir.'

Radyoaktif madde isaretli glukoz (18 F-florodeoksiglukoz (FDG)) kullanilarak
cekilen pozitron emisyon tomografi (PET) malignensi ve inflamasyon gibi diger
patolojik hastaliklar arasinda ayrimi yapmakta kullanilabilir. PET, BT ile beraber
cekildiginde (PET-BT) siipheli alanlarin anatomik lokalizasyonunu miikemmel sekilde
verir. PET’in faydalari: bolgesel ve uzak metastazlari tespit ederek malign tiimdrlerin
evrelemesi, primeri bilinmeyen tiimdrlerin tanisi, senkron tiimdrlerin belirlenmesi ve
Ozellikle larenkse radyoterapi tedavisi uygulanmis hastalarda rezidiiel veya rekiirrren

kanserleri tespit etmesidir.

17



Radyoloji larengeal SHK larinin evrelemesinde 6nemli bir role sahiptir. Cilinki
klinik ve endoskopik muayene primer timoriin derin invazyonunu belirlemede yetersiz
kalmaktadir. Primer tiimoriin evrelemeyi belirleyen bazi oOzellikleri (preepiglottik
bosluk, paraglottik bosluk, tiroid veya krikoid kartilaj, ekstralarengeal dokular,
prevertebral fasya, mediastinal yapilar ve karotis invazyonu) goriintiileme olmadan

degerlendirilemez.%

Preepiglottik bosluk invazyonuna BT’de bu bdlgedeki yag dokusunun kaybi ve
orta derecede kontrast tutan bir kitleyle yer degistirmesiyle tan1i konur. MRG
preepiglottik bdlge ve dil kodii invazyonunun tespitinde yiiksek sensitiftir ve BT ye
istlindiir. Tiroid ve krikoid kartilajlarin radyolojik goriintiisii ossifikasyonun derecesine
bagli olarak degisir. BT kemik ve kalsiyumun goriintiilemesinde MRG’ye {istiin
olmasma ragmen; larenks kartilajlarinin belirlenmesinde MRG daha {istiindiir. MRG
kartilaj invazyonu agisindan yiiksek sensitiviteye ve yiiksek negatif prediktif degere
sahiptir. Fakat reaktif tiimor ve inflamasyon arasindaki ayrimi tam yapamamasi diisiik

spesifite ve %70’lere varan diisiik pozitif prediktif degerlere yol agmaktadir.!

BT Kkartilaj invazyonunun tanisinda MRG’ye gore daha az sensitiftir. BT de
goriilen ekstralarengeal yayilim, sklerozis, erozyon ve lizis kartilaj invazyonunu
diisiindiiriir. Yine MRG subglottik tiimorlerde krikoid invazyonunun tespitinde daha
istiindiir. Kartilaj invazyonunun dogru tanist olduk¢a 6nemlidir ¢ilinkii erken evre bir
tiimorii T3 veya T4 bir tlimore doniistiirebilir. Bu tiimdrler RT ye kotii cevap, kotii lokal

kontrol ve artmis osteokondronekrozis riski tasirlar.!!

2.4.6. Evreleme

Malign tiimorlerin evrelemesinde, AJCC (American Joint Committee on Cancer)
ve Union for International Cancer Control (UICC) 1943 yilinda Pierre Denoix
tarafindan gelistirilen Timor Nod Metastaz (TNM) siniflamasini kullanmaktadir. TNM
siiflamas1 primer timoriin yayilhmini (T), bolgesel lenf nodlarmin varligini veya
yoklugunu ve yayilimmi (N) ve uzak metastaz olup olmadigin1 (M) igermektedir.
Larenks kanserlerinin smiflamasinda 2017 yilinda yaymlanan AJCC/UICC TNM
siniflama sistemi kullanilmaktadir (Tablo 2-1, 2, 3).28 Bu sistem kullanilarak T, N ve M
degisik kombinasyonlarina gore tiimorler evrelere ayrilmaktadir (Tablo 2-4). Tiimorler

klinik olarak (kTNM) veya patolojik (pTNM) olarak siniflanabilir.
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Tablo 2

-1. TNM sinflamasina gore larenks kanserlerinde T evresi(2017 AJCC/UICC

TNM siniflamasi)

TNM siniflamasi

Primer tiimor (T)

TX | Primer timdr degerlendirilemiyor

T0 Primer tiimore ait herhangi bir bulgu yok

Tis | Karsinoma in situ

Supraglottis

T1 Normal vokal kord hareketleriyle birlikte supraglottisin bir kesimine sinirli
tumor

T2 Larenks fiksasyonu olmadan supraglottsin birden fazla alt bolgesine veya
glottise ya da supraglottis disinda bir bolgeye (Dil kokii, vallekiila, priform
stiniisiin medial duvar mukozasi, vb) invaze tiimor

T3 | Vokal kord fiksasyonuyla birlikte larenkse sinirli ve/veya postkrikoid alanin,
preepiglottik bosluk, paraglottik bosluktan herhangi birine ve/veya tiroid
kikirdagin i¢ korteksine invaze timdr

T4a | Orta diizeyde lokal ileri hastalik
Tiroid kartilaj ve/veya larenks disinda herhangi bir dokuya (trakea, dilin
ekstrinsik kaslar1 dahil boyun yumusak dokusu, strap kasi, tiroid veya
Ozefagus vb) invaze timor

T4b | Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik
Timor prevertebral bosluga invaze veya karotid arteri sarmis

Glottis

Tl Normal vokal kord hareketleriyle beraber vokal kord(lar)a sinirli (anterior
veya posterior komissiirli tutabilir) timor

Tla | Bir vokal korda sinirli tiimér

T1b | Her iki vokal kordu tutmus timor

T2 Supraglottis ve/veya subglottise uzanan tiimdr ve/veya vokal kord hareketinde
bozukluk

T3 | Vokal kord fiksasyonuylabirlikte larenkse simnirli ve/veya paraglottik bosluga
invaze ve/veya tiroid kartilajin i¢ korteksine invaze timor

T4a | Orta diizeyde lokal ileri hastalik
Tiroid kartilaj dis korteksine ve/veya larenks disinda herhangi bir dokuya
(trakea, dilin ekstrinsik kaslar1 dahil boyun yumusak dokusu, strap kasi, tiroid
veya 6zefagus vb) invaze timor

T4b | Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik
Tiimdr prevertebral bosluga invaze veya karotid arteri sarmis

Subglottis

T1 Subglottise sinirlt timor

T2 Tiimor vokal korda uzaniyor ve vokal kord hareketleri normal ya da bozulmus

T3 Vokal kord fiksasyonuyla birlikte larenkse sinirlt timor

T4a | Orta diizeyde lokal ileri hastalik
Krikoid veya tiroid kartilaja ve/veya larenks disinda herhangi bir dokuya
(trakea, dilin ekstrinsik kaslar1 dahil boyun yumusak dokusu, strap kasi, tiroid
veya Ozefagus vb) invaze timor

T4b | Cok ileri diizeyde lokal ileri hastalik
Tiimdr prevertebral bosluga invaze veya karotid arteri sarmis
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Tablo 2-2. TNM smiflamasina gore bolgesel lenf nodu (N) evresi

Bolgesel Lenf Bezleri (N)

NX

NO

N1

N2

NZ2a

N2b

N2c

N3

N3a

N3b

Bolgesel lenf nodlar1 degerlendirilemedi

Bolgesel lenf nodu metastazi yok

Tek ipsilateral lenf nodu metastazi, 3 cm veya daha kiigiik ve EKY-negatif
Tek ipsilateral lenf nodu metastazi, 3cm veya daha kii¢iik ve EKY- pozitif;
veya 3 cm’den biiyliik 6 cm’den kii¢iik ve EKY- negatif; veya multiple
ipsilateral lenf nodu metastazi, hepsi 6 cm’den kiigiik ve EKY-negatif; veya
bilateral veya kontralateral lenf nodu metastazi, hepsi 6 cm’den kiigiik e
EKY-negatif

Tek ipsilateral veya kontralateral 3 cm’den kiigiik lenf nodu metastazi ve
EKY-pozitif; veya tek ipsilateral lenf nodu 3 cm’den biiyliik 6 cm’den
kiiglik ve EKY- negatif

Multiple ipsilateral lenf nodu metastazi, hepsinin ¢ap1 6 cm’den kiiciik ve
EKY-negatif

Bilateral veya kontralateral lenf nodlarina metastaz, hepsinin ¢ap1 6 cm’den
kiigiik ve EK'Y-negatif

6 cm’den biiyiik lenf nodu metastazi ve EKY- negatif; veya tek ipsilateral
lenf nodu, 3 cm’den biiyilk ve EKY- pozitif; veya multiple ipsilateral,
kontralateral veya bilateral EKY-pozitif olan metastazlar

6 cm’den biiyiik lenf nodu metastazi ve EKY - negatif

Tek ipsilateral lenf nodu, 3 cm’den biiyiik ve EKY- pozitif; veya multiple
ipsilateral, kontralateral veya bilateral EKY -pozitif olan metastazlar

Tablo 2-3. TNM smiflamasina gore uzak metastaz (M) evresi

Uzak Metastaz (M)

MO

Uzak metastaz yok

M1

Uzak metastaz var

Tablo 2-4. Laringeal kanserlerin evreleri

Laringeal Kanserlerin Evreleri

Evre 0 Tis NO MO
Evre 1 T1 NO MO
Evre 2 T2 NO MO
Evre 3 T3 NO MO
T1, T2 veyaT3 N1 MO

Evre 4a T4a NO, N1, N2 MO
T1,T2, T3 N2 MO

Evre 4b T4b Herhangi N MO
Herhangi T N3 MO

Evre 4c Herhangi T Herhangi N M1
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2.5. Larenks skuamoz hiicreli karsinomlarimmin tedavisi

Larenks kanserlerinde tedavinin amaci hastayr sagligima kavusturmak, larenks
fonksiyonlarin1 korumak ve tedavi sonrasi morbiditeyi minimize etmektir. Tedavi
tiriintin -~ kararim1  vermede; tiimdriin  histolojik  tanisinin  koyulmasi, timor
lokalizasyonunu belirlenmesi ve hastaligin evrelenmesi (TNM) gerekmektedir.

Larenks kanserlerinde cesitli tedavi yontemleri olmasina ragmen cerrahi ve
radyoterapi (RT) iki en 6nemli tedavi seklidir. Son 30 yilda larenks koruyucu cerrahiler
(parsiyel larenjektomiler) ve kemoterapi ile kombine edilen radyoterapi
(kemoradyoterapi (KRT)) tedavide kullanilmaktadir. Genel olarak erken evre larenks
kanserleri (evre 1 veya 2) tek tedavi yontemiyle (tek basina cerrahi veya radyoterapi)
tedavi edilmektedir. ileri evre larenks kanserlerinde (evre 3 veya 4) ise kombine tedavi
yontemleri (primer cerrahi sonrasi RT veya KRT veya primer KRT veya RT sonrasi
kurtarma cerrahisi) kullanilmaktadir. Hangi yontemin kullanilacagina hastaya, hastaliga

veya merkeze bagl faktorlere gore Karar verilmektedir.®
2.5.1. Glottik Kanserlerin Tedavisi

25.1.1. Erken evre glottik (evre 1 veya 2) skuaméz hiicreli karsinom

tedavisi

Erken evre glottik kanserler (TINO veya T2NO0) boynun elektif tedavisine gerek
olmadan primer cerrahi veya RT ile tedavi edilebilir.

Erken glottik kanserlerin cerrahi tedavisi larenksin korunmasini hedeflemektedir
ve larenks koruyucu cerrahi veya parsiyel larenjektomi olarak adlandirilir. Eksternal
yaklasimla yapilan iki klasik acik cerrahi teknik laringofissiir kordektomi ve vertikal
parsiyel larenjektomidir.

Laringofissiir kordektomi: Laringofissiir ile birlikte kordektomi vokal
kordlarin eksizyonuna olanak veren tirotomi girisimidir. Anatomik nedenlerle
endoskopik rezeksiyonun yapilamadigr T1 glottik kanserlerde uygundur. Hastaligin
bulundugu korda miikemmel goriis saglar ve gerekli durumlarda tiroid kartilaj gibi

komsu dokularin rezeksiyonuna da olanak saglar.'!

21



Vertikal parsiyel hemilarenjektomi: Laringofissiir ile baslayan daha genis bir
rezeksiyondur. Vokal kordun ve altindaki tiroid kartilaj segmentinin de rezeksiyonu

yapilir. Daha genis rezeksiyonlarda ipsilateral ala ve aritenoid kartilaj da ¢ikarilabilir.

Vertikal parsiyel larenjektominin daha genisletilmis halinde 6n komissiir de
rezeksiyona dahil edilir. Karsi kordun bir kismmin da rezeke edilmesi gereken
durumlarda laringofissiir orta hattin kars1 tarafindan, tiroid ala iizerinden alttaki vokal

kordu icine alacak sekilde yaplabilir (frontolateral vertikal larenjektomi).®

Suprakrikoid parsiyel larenjektomi (SKPL): Her iki membranoz vokal kord
ve komsu paraglottik mesafe ile tim tiroid kartilaj cikartilir. Epiglot tabani da
rezeksiyona dahil edilir ve bant ventrikiillerle birlikte bir aritenoidi, tiim epiglotu ve
preepiglottik mesafeyi de i¢ine alacak sekilde genisletilebilir. Petioliin tizerinde kalan
epiglotun korundugu olgularda yapilan rekonstriiksiyona krikohyoidoepiglottopeksi
(KHEP), epiglot cikartildiginda yapilan rekonstriiksiyona krikohyoidopeksi denilir.
Laccourreye ve ark.’lar1 6n komissiir tutulumu olan ve SKPL yaptiklar1 hastalarda lokal

kontrol oranini %98 olarak raporlamislardir.?

Son 30 yilda, larenksin destek yapilarna zarar vermeden yapilan endoskopik
cerrahi teknikler gelismektedir. Ambrosch tarafindan transoral lazer mikrocerrahinin
onkolojik sonuglarini yaymlamistir. In situ, T1 ve T2 tiimérlerde lokal kontrol oranlarini

%80-94, larenks korunma oranini1 %94 ve iizeri bulmustur.°

Glottik tiimodrlerde 6n komissiir tutulumu cerrahi veya RT sonrasi lokal kontrol
oranlarmi diisiiren bir durumdur. On komissiir bélgesinde tiroid kartilaj perikondriyumu
bulunmamakta ve timér invazyonu acisindan bu bolgeyi zayif hale getirmektedir.
Ayrica bu bélgenin degerlendirilmesi zor oldugundan diisiik evrelemeye ve yetersiz
tedaviye yol agmaktadir. Frontolateral vertikal hemilarenjektomi, anterior komissiir
tutulumu olan T1 tiimdrlerde lokal kontrol oranlarin1 %80-90a kadar saglamaktadir. On
komissiir tutulumunun olmasi, bazi yazarlar tarafindan transoral cerrahiler agisindan

kontraendikasyon olarak diistiniilmektedir.

Radyoterapi: Erken glottik kanserlerin tedavisinde etkin bir yontem olarak
kabul edilir. T1 glottik tiimorlerde primer RT sonucu 5 yillik sagkalim %81-90; larenks
korumast %90-98 olarak raporlanmistir. Vokal kord hareketleri normal olan T2

tiimorlerde RT’ nin basaris1 %64-87 arasinda bildirilmektedir.
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2.5.1.2. Tleri evre glottik (evre 3 veya 4) skuaméz hiicreli karsinom tedavisi

Ileri evre glottik tiimérler, vokal kord fiksasyonu, kartilaj invazyonu, tiimériin
transglottik yayilimi, subglottik yayilim, larengeal ¢ati invazyonu, ekstralarengeal
yayllim, lenf nodu tutulumu ve uzak metastazla iliskilidir ve biitiin bu durumlar

prognozu kotiilestirmektedir.

Glottisin  T3- T4 ileri evre tiimorlerinde uygulanan cerrahi tedavi total

larenjektomi ve onun alteranatifi olan subtotal larenjektomi yontemleridir.

Secgilmis  vakalarda konservasyon cerrahisi yapilabilir. Konservasyon
cerrahisinde uygun bir rekonstriiksiyonla fonksiyone edilebilen larenks i¢in bulunmasi
gereken en kiiciik birim “aritenoid birimidir”. Aritenoid birimi, hareketli aritenoid, ona
bagli vokal kord ve ventrikiiler bandin bir bélimii ve saglam krikoid bdlgeden olusur.
Krikoid bolgesi konservasyon cerrahisinin siniridir. Krikoid bdlgesinde lenfatik drenaj

sirkiiler olup parsiyel rezeksiyona onkolojik yonden olanak tanimaz.®

Gegmiste T3 tlimorler tek tedavi modalitesi olarak total larenjektomi ile tedavi
edilmekteydi. Agik vertikal hemilarenjektomi ve daha genis parsiyel larenjektomiler,
secilmig vakalarda glinlimiizde kullanilan metodlardir. Kirchner ve Som agik parsiyel

larenjektomi yaptiklar1 hastalarda 2 yillik sagkalimi %60 olarak bulmuslardir.!

Near Total Larenjektomi: Bu teknikte bir aritenoid ve krikoid kikirdagin bir
parcast korunmaktadir. Bu sayede fonasyon saglanmakta fakat kalici trakeotomi

gerektirmektedir. Bu nedenle konservasyon cerrahisi olarak kabul edilemez.

Total Larenjektomi: Standart ve genisletilmis rekonstriiktif parsiyel
larenjektomi tekniklerine ragmen asir1 ilerlemis tiimorler onkolojik olarak ancak total
larenjektomi ile tedavi edilebilir. Total larenjektomi, solunum ve sindirim yollarinin tam
olarak ayrilmasi ve larenksin servikal trakea 3. ve 4. halkalan ile birlikte en blok
rezeksiyonu ile uygulanan klasik cerrahi tekniktir. Giiniimiizde uygun endikasyon ve
hasta secimi ile total larenjektomi oran1 %15-30’a kadar indirilebilir. Artik total
larenjektomi larenks kanser cerrahisinde altin standart cerrahi degil endikasyonda

basvurulacak en son cerrahi girisimdir.’

Radyoterapi: ileri evre glottik tiimdrlerde radyoterapi birgok merkezde kiir
amacli veya kemoradyoterapi ile birlikte kombine tedavi seklinde uygulanmaktadir.

Kiiratif amach primer radyoterapi taraftarlar1 radyoterapi ile hastanin larenksinin
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korunabilecegine, ancak basarisiz kalindiginda cerrahinin gerektigine inanmaktadir. T3
glottik tiimorlerde radyoterapinin tek basina kiir sans1 %20-30 olup kurtarma cerrahisi
ile birlikte %350’ye ulagsmaktadir. Radyoterapiden 6nce mevcut olan konservasyon
cerrahisi sansi, kurtarma cerrahisinde kaybolmaktadir. Ayrica radyoterapiden sonra yara
iyilesme sorunu vardir. Biitiin bu nedenler kurtarma cerrahisini total larenjektomi
sekline doniistiiriir. Hasta tek ve daha uygun tedavi yerine iki kere tedavi almak zorunda

kalmaktadir.

Boyun tedavisi: Erken evre glottik kanserlerde boyuna gizli metastaz olasiligi
oldukga disiiktiir. Bu nedenle NO vakalarda elektif boyun diseksiyonuna gerek yoktur.

Klinik olarak N+ hastalarda lenf nodlarinin yerlesimine gore radikal veya
modifiye radikal komprehensif boyun diseksiyonu gerekir. Subglottik uzanimi olan

vakalarda ipsilateral tiroidektomi ve 6. bdlge de diseksiyon planina katilmalidir.

Erken T1-T2NO glottik kanserlerde boyuna gizli metastaz olasiliginin diisiik
olmasina ragmen T3-T4NO tiimorlerde gizli metastaz olasihig1 yiiksektir. Ozellikle
supraglottik, subglottik ve paraglottik uzanimi olan tiimérlerde bu bolgelerin zengin
lenfatik ag1 nedeniyle risk daha fazladir. T3 ve T4 tiimoérlerde boyun metastazi oranlar
%20-65 dolayindadir.®? Transglottik tiimérlerde bu oran %30-50 diizeyine ¢ikmaktadir.
Klinik olarak lenf nodu metastazi saptanmamis hastalarda primer tiimore cerrahi
yapilacaksa T3 ve T4 tiimorlerde elektif boyun diseksiyonu yapilmali, 2-4. Bolgeler
temizlenmelidir. Primer tiimoére RT uygulanan hastalar da ise ayni bolgeler elektif

olarak 1simnlanmalidir.®
2.5.2. Supraglottik Kanserlerin Tedavisi

2.5.2.1. Erken evre supraglottik larenks kanserlerinde tedavi

TINO ve T2NO supraglottik kanserlerde cerrahi segenekleri lazer supraglottik
parsiyel larenjektomi, agik supraglottik parsiyel larenjektomi, suprakrikoid parsiyel
larenjektomi ve RT’dir. Embriyolojik olarak supraglottik bolge glottik ve subglottik
bolgeden ayrilmaktadir. Bu nedenle ¢ogu vakada supraglottik tiimorlerin, glottik
bolgeyi koruyacak anatomik yapilarin yokluguna ragmen glottik bolgeye yayilmadig

gorilmektedir.
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Supraglottik larenjektomi: Ventrikiiliin tabanindan itibaren yukariya dogru
biitiin larengeal yapilar ¢ikarilmaktadir. Vokal kordlar, aritenoidler, dil kokii ve hyoid
kemik korunmaktadir. Acik supraglottik larenjektomi i¢in kontraendikasyon olusturan
durumlar genel fiziksel durumda bozukluk veya komorbiditeler (ileri yas, akciger
hastaligii disfaji veya aspirasyon ve norolojik hastaliklar), glottik tutulum, bozulmus
vokal kord hareketi veya fiksasyonu, tiroid veya krikoid kikirdak tutulumu, sirkumvallat
papillara 1 cm’den yakin tutulum olmasi ve derin dil kaslarinin tutulmasidir. Eger tiimor
tutulumuna baglh olarak epiglot lingual yiizii, dil kokii veya aritenoidler rezeksiyona
katilmigsa genisletilmis supraglottik larenjektomi adini alir. Erken evre supraglottik

kanserlerde SGPL’nin lokal kontrol oran1 %80-100 arasinda raporlanmaktadir.

Transoral lazer mikrocerrahinin endikasyonlari, agik cerrahi ile benzerdir.
Yetersiz ekspozisyon olanlarda, biiylik damar tutulumu olanlarda ve aspirasyon riski

olanlarda kontraendikedir.

Glottik uzanimi olan seg¢ilmis T2 supraglottik kanserlerde krikohyoidopeksili
suprakrikoid  parsiyel  larenjektomi ~ (SKPL)  kullanilmaktadir. ~ Onkolojik
kontraendikasyonlar1 aritenoid kikirdak fiksasyonu, hyoid kemigin rezeksiyonunu
gerektiren tiimoriin hyoid kemige dayanmasi, krikoid kikirdak tutulumu veya larenks

disina yayilimdir. Kontrol oranlar1 %90 civarindadir.

Radyoterapi: T1-T2 hastalarda kullanilan diger tedavi yontemidir. Spriano ve
arkadaglar tarafindan primer RT ve parsiyel larenjektomi sonuglar1 karsilagtirilmistir.
Cerrahi grupta 5 yillikk hastaliksiz sag kalim %88, RT grubunda %76
raporlanmustir.>*Bu nedenle supraglottik tiimorlerde kontraendikasyon yoksa primer

tedavi olarak cerrahi diistiniilmelidir.

2.5.2.2. Tileri evre supraglottik larenks kanserlerinde tedavi

Gegmiste ileri evre primer supraglottik tiimdrlerde (T3-T4) tedavi geleneksel
olarak total larenjektomi, bilateral boyun diseksiyonu ve postoperatif radyoterapiyi
kapsamaktaydi. Fakat giinlimiizde yasam kalitesinin arttirilmasi acgisindan organ

koruyucu cerrahiler 6nem kazanmistir.

Secilmis T3 vakalarda lazer ile rezeksiyon, acik supraglottik larenjektomi,
lezyon piriform siniis medial duvaria ve preeipglottik araliga yayilmis ama vokal kord

fiksasyonuna neden olmamissa genisletilmis supraglottik hemilarenjektomi yapilabilir.
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Total larenjektomi genellikle karsit kordun 6n boliimii tutulmussa, vokal korda
yayilim ve vokal kord fiksasyonu varsa, postkrikoid bolgeye veya larenks kikirdaklarina

yayilim varsa ya da radyoterapi basarisiz olmussa endikedir.

Radyoterapi: Supraglottik kanser tedavisinde radyoterapi primer, ameliyat
sonrast adjuvan tedavi veya kombine tedavi olarak ii¢ sekilde uygulanir. Primer
radyoterapi taraftarlari i¢in erken supraglottik tiimorde cerrahiye es kiir sansi vardir.
Ancak erken goriilen tiimorlerin biiylik boliimii preepiglottik bolge tutulumu nedeniyle
T3 evresindedir. Bu evredeki tlimoérlerde yalniz basina radyoterapinin kiir sans1 azdir.
Olgularin 2/3’tine kurtarma cerrahisi uygulanir. Basarisizlik durumunda yapilacak
kurtarma cerrahisi genellikle total larenjektomi olup, hasta mevcut konservasyon

cerrahisi sansini yitirmis ve iki kere tedavi olmus olur.

Boyun tedavisi: Supraglottik kanserli hastalarinuzun donem sag kalimini
etkileyen en 6nemli faktorlerden birisi boyundaki lenfatiklerin tutulumudur. Gizli veya
klinik olarak saptanabilen metastaz durumunda hastalarin yasam sanslarinda %50°lik bir

azalma meydana gelmektedir.®®

N+ boyunu olan hastalarin tedavisinde lenfatik tutuluma bagli olarak selektif

diseksiyon veya radikal/modifiye radikal boyun diseksiyonu yapilmaktadir.

Klinik olarak NO boyundaki tutulum tartismali olmasina ragmen gizli metastaz
oranlart %30 civarindadir. Bu nedenle giiniimiizde daha ¢ok genel tutum hastalara
elektif boyun diseksiyonu uygulanmasidir. Lateralize tiimorlerde kontralateral boyun
metastazt %10’un altinda bildirilmesine ragmen en sik niikslerin opere edilmeyen
boyunda olmasindan dolay1 primer odaga cerrahi uygulanan biitiin vakalarda bilateral
seviye 2-4 boyun diseksiyonu onerilmektedir.®® Intraoperatif bulgulara gore 1. ve/veya

5. Bolgede diseksiyona eklenebilir.®

2.5.3. Subglottik Kanserlerin Tedavisi

Primer subglottik kanserler, tiim larenks kanserlerinin sadece %4 iinii olusturur.
Tedavisi total larenjektomi ve postoperatif RT’yi icermektedir. Ayrica ipsilateral
tiroidektomi ve paratrakeal lenf nodu diseksiyonu oOnerilmektedir. Stell ve Tobin

serilerinde %44 mortalite raporlamislardir.3®
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2.5.4. Transglottik Kanserlerde Tedavi

Transglottik terimi glottik veya supraglottik timdriin ventrikiilii atlayarak
larenksin iki béliimiindeki tiiméorii ifade eder. iki tarafli transglottik tiimorlerde sadece
total larenjektomi Onerilirken, giiniimiizde konservasyon cerrahileri (horizontal vertikal
larenjektomi, suprakrikoid subtotal larenjektomi, neartotal larenjektomi) segilmis

tiimorlere basariyla uygulanmaktadir.®
2.6. Toll like reseptor ailesi

2.6.1. Genel Ozellikler

Immiin sistem, dogal ve edinilmis olmak iizere iki ana béliimde incelenir. Evrim
sirasinda gelisen ve tiim hayvan ve bitki smiflarinda var olan dogal immiinite
patojenlerin taninmasi icin toll benzeri reseptorler (toll like receptors, TLR) ailesini
kullanir. Toll geni ilk defa 1985°te Nobel 6diillii Christiane Niisslein-Volhard, Eric
Weischaus ve arkadaslari tarafindan bir meyve sinegi olan Drosophila melanogaster’de
tanimlanmustir.  Ilk olarak toll geninin bu sineklerin dorsal-ventral akslarinin
embriyogenezinde 6nemli rol oynadigi ortaya konulmustur. Takip eden yillarda bu
genin memelilerde de var oldugu ve hem memeliler hem omurgasizlarda dogal
immiinite i¢in gerekli oldugu anlasilmistir. Bu gen ve reseptor ailesinin ad1 1985°te bu
geni ilk bulan ekipten olan Niisslein-Volhard’in meyve sinegi larvasmin dorsal viicut
bolimiine gore az gelismis Olan ventral bdlgesini fark ettiginde hayretini dile getirmek
icin sOyledigi “Das ist ja toll” ciimlesinden gelmektedir. Almanca’da toll “inanilmaz”

veya “harika” demektir.

Insanlarda TLR ilk Nomura ve arkadaslar1 tarafindan 1994’te tanimlanmistir.
TLR’iin insanlarda edinilmis immiin sistemi de harekete gecirebilecegi 1997°de

Janeway ve Medzhitov tarafindan gosterilmistir.®’

TLR4’in lipopolisakkaritleri
algilayan bir reseptor olarak islev gordiigiinii gosteren Dr. Beutler ve Dr. Hoffmann

2011°de bu kesifleri ile Nobel ddiiliine layik goriilmiistiirler.

Memelilerde bulunan tiim TLR’ler, ekstraseliiler alanda ligand-baglama
bolgelerinde ortak yapisal oOzelliklere sahiptirler. Bu reseptérlerin  amino-terminal
ekstraseliiler domain’leri 16sinden zengin tekrar motiflerini (LRR) i¢ermektedir. Bu

motifler tek bir transmembran domaini ile devam eder ve sonrasinda Toll/interlokin 1
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reseptor (TIR) domaini olarak adandirilan globiiler bir sitoplazmik domain ile sonlanir.
Kristallografi ¢alismalarinda LRR’lerin, reseptoriin ekstraseliller domain’inin at nali
goriiniimiinde olmasina neden olduklarini, ligand baglanmasini takiben iki ekstraseliiler
domain’in “m” seklinde bir dimer yapi1 olusturduklar1 belirlenmistir. Bu dimer
yapilanmay1 takiben her iki reseptoriin transmembran ve sitoplazmik domain’leri de
sinyal iletim kaskadini baglatmak tizere birbirine olduk¢a yakin devam etmektedir. Tim
TLR ailesi tliyeleri evrimsel siiregte siki korunmuslardir ve buda, TLR’lerin normal

fizyolojik siirecte ne kadar 6nemli olduklarin1 gostermektedir.

Dogal bagisiklik sistemi, patojen tehditlerini taniyan ve onlara karst yaniti
harekete geciren germ-line sifreli Pattern Tanima Reseptor (PRR)’leri igermektedir.
PRR’ler, mikrobiyal patogenez, sag kalim ve replikasyonda kritik role sahip olan,
Patojenle-iliskili Molekiiler Patern (PAMP)’ler olarak adlandirilan mikrobiyal
komponentleri tanimada gérev almaktadirlar. Integral hiicre membrani ve hiicre duvari
komponentleri, bakteriyal toksinler, DNA, RNA vb molekiiller PAMP’lara en iyi
orneklerdir. PRR’lerin PAMP’lar1 tanima kaskati, enfeksiyonu oOnleyen ya
daenfeksiyonla savasan ve kazanilmis immun yanit1 harekete geciren konak defansini
aktive eder.®® PRR’le; TLR, Niikleotit baglayan Oligomerizasyon Domain (NOD)-
benzeri reseptorler (NLR), Retinoik Asit ile Uyarilan Gen I (RIG-I) benzeri reseptorler
(NLR) ve DNA sensorleri olmak iizere dort aileden olusmaktadir.®® PRR’lerin en iyi
bilinen grubunu, yukarida da bahsedildigi iizere bircok memeli hiicresinde eksprese
edilen TLR’ler olusturmaktadir. Her bir TLR, mikrobiyal komponentlerin spesifik
patternlerini tanimaktadir. Mikrobiyal komponentlerin TLR’ler tarafindan taninmasi
farkli genlerin ekspresyonlarmmi uyararak dogal immunitenin aktivasyonunu
tetiklemektedir. Dogal immunitenin TLR aracili aktivasyonu, antijen spesifik
kazanilmis bagisikligin gelisimi i¢in zorunlu goziikkmektedi.** TLR’ler yalnizca ekzojen
PAMP’lar ile degil ayrica tehlike sinyalleri olarak adlandirilan endojen ligandlar ile de
aktive olabilmektedirler. Bu konak-kékenli TLR ligandlar1 Tehlike ile iliskili Molekiiler
Pattern (DAMP)’lar olarak adlandiriimaktadir.*!

2.6.2. TLR Ailesi

Giliniimiizde insanlarda 12 adet fonksiyonel TLR ve bu reseptorler i¢in birgok

ligand tanimlanmistir. TLR 1, 2, 4, 5, 6 ve 10 ¢cogunlukla hiicre yiizeyinde lokalize olup
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patojenlere spesifik molekiileri tanirlar. TLR 3, 7, 8 ve 9 ise intraseliiler organellerin

icinde lokalize olurlar.

2.6.2.1. TLR2

Hem gram-negatif hem de gram-pozitif bakteriler {izerinde bulunan
lipoproteinlerin TLR2’nin tanimasi sonucunda hiicreleri aktive ettigi gosterilmis ve

TLR2’nin agirlikl olarak lipoproteinleri tantyan reseptdr oldugu diisiiniilmiistiir.*?

TLR2 peptidoglikan, lipoteikoik asit, gram-pozitif LPS ve bir grup gram-pozitif
makromolekiil ile baglanip cevap verebilmektedir. Tek bir TLR nin birden fazla
molekiili tanimasinin nedeni diger TLR’ler ile dimerize olabilme yeteneginden
gelmektedir. Peptidoglikan, TLR2 ve TLR6’nin dimer olusturdugu reseptor araciligi ile
sinyal iletirken, lipoproteinler TLR6’ya ihtiyag duymadan TLR2’yi aktive

edebilmektedir.*

Sadece TLR2, TLR1 ve TLR6 ile heterodimerize olarak farkli molekiilleri
tanima kapasitesini arttirirken, aktive olmak i¢in heterodimerizasyon gerekmeyen TLR4
icin bu gorevi muhtemelen MD2 ve CDI4 gibi diger yardimct molekiiller

yiiriitmektedir.**

2.6.2.2. TLR3

Enfekte hiicrelerde viral replikasyon, immun hiicreleri stimiile edebilen ¢ift
sarmallt RNA (double-stranded RNA, dsRNA) nin olusmasi ve Tip 1 interferon’un
indiiklenmesiyle sonuglanir. TLR3’ten yoksun farelerde yapilan ¢alismalarda viral RNA
kopyasina karst olusan cevaplarin azalmasi, TLR3’iin dsRNA’nin taninmasinda rol

oynadigini gdstermistir.*®

2.6.2.3. TLR4

Insanda en ¢ok arastirilan ve fonksiyonu aydmlatilan TLR olan TLR4
lipopolisakkaridler (LPS)’in taninmasinda rol almaktadir. TLR4’ilin bir LPS reseptorii
oldugu ortaya c¢ikarilmigtir. TLR4 fonksiyonel olarak hiicre yiizeyinde CD14, MD2 ve
LPS-baglayici proteini iceren bir molekiill kompleksini olusturmakta ve bu
molekiillerden herhangi birisi eksik olan farelerde LPS cevabinin da eksik oldugu

gozlenmektedir.
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CD14, TLR4’i ve ekstraseliiler aksesuar bir protein olan MD2’yi igeren bir
kompleksle birlesmektedir.Hem TLR4 hem de MD2’nin LPS yapilarimin ayriminda
onemli oldugu bilinmektedir. TLR4’iin LPS disinda, konaga ait olan veya olmayan

bircok molekiilii tantyabildigi bilinmektedir.*®

2.6.2.4. TLR lokalizason ve ligandlar:

TLR’ler, Tip [ transmembran proteinlerdir ve hiicre igerisinde farkli
lokalizasyonlarda bulunmaktadirlar. TLR1, TLR2, TLR4 ve TLR6 hiicre ylizeyinde
eksprese edilirken, TLR3, TLR7, TLR8 ve TLRY9 ise endozom gibi hiicre ici

komponentlerde eksprese olmaktadir.

Her bir TLR’ye 6zgiin ligandlar ve bu ligandlarin koken aldiklari orijinler
mevcuttur. TLR1 ya da TLR6 ile heterodimer olusturan TLR2, gram pozitif bakterilerin
ve mikoplazmanin peptidoglikan, lipopeptit ve lipoproteinlerini igeren ¢esitli bakteriyel
komponentleri tanimaktadir. TLR3’lin ligand1 replike olan viriislerin {irettigi ¢ift-zincir
RNA (dsRNA) molekiiliildiir. Gram negatif bakterilerde bulunan LPS’nin TLR4’{in
ligand1 ve bakteriyal flagellin ise TLRS5 ligandi oldugu belirlenmistir. Mikrobiyal
ligandlara ek olarak, bir¢ok endojen ligandlarin da TLR’leri uyardiklar1 belirlenmistir.
Bu endojen ligandlara 1si1-sok proteinleri (HSP) (HSP60 ve HSP70), hiyaluronan
oligosakkaritleri, siirfaktan protein A ve heparan siilfat, fibronektin, endoplazmin gibi

farkl1 ekstraseliiler matriks iiriinleri ve bu matriks {iriinlerinin fragmanlar1 verilebilir.*’
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Tablo 2-5. Toll-like reseptor ailesinin endojen ve eksojen ligandlari

Sentetik bilesikler (CpG
Oligonukleotidler)

Reseptor | Endojen ligandlar Ekzojen ligandlar Baslica sentezlenen
inflamatuarsitokin ve
kemokinler

TLR1 Triacil lipopeptitler IL-6, IL-10, TNF-54

Soluble faktorler
(N.meningitidis)
HSP70
HMGB1 Bakteriyel Lipoproteinler /
HSP60 Lipopeptitler
TLR2 | Nekrotik hiicreler Peptidoglikan IL-6, TNF alfa, IL-1beta, IL-10
Apolipoprotein ClII | Zymosan (mantar)
Okside LDL Viral zarf glikoproteinleri
SerumAmiloidAAmilo | Sentetik bilesikler (Diacil ve
idbeta triacil lipopeptitler
TLR3 MRNA Viral dsSRNA
Sentetik bilesikler (Poly-1,C) | IFN-gama
HSP60
HSP70
Fibronektin
Hyaluronan Lipopolisakkaritler
TLR4 Heparan Sulfat Viral zarf glikoproteinleri IFN-gama, IL-1beta
Fibrinojen Sentetik bilesikler
Beta-Defensin 2 (Monophosphoryl lipid A)
Okside LDL
Akciger surfaktan
protein-A
Tenascin C
TLR5 Bakterial flagellin IL-6, TNF-alfa, IL-10
TLR6 Diacil lipopeptitler IL-1beta
(Mycolpasma)
SSRNA (Virus)
TLR7 | ssRNA Sentetik bilesikler IFN-gama
(Imidazoquinoline, RNA,
loxoribine, bropirimin)
TLRS SSRNA sSRNA (Virus) IFN-gama
Sentetik bilesikler
(Imidazoquinoline)
TLR9 CpG DNA CpG DNA (bakteri ve virus) | IFN-gama

2.6.2.5. TLR Sinyalizasyonu

TLR sinyalizasyonunda, myeloid differensiyasyon faktor 88’e (MyD88) bagimli

ve bagimsiz sinyal yolu olmak iizere 2 yol tanimlanmistir. Bu sinyal yollarinda baslica
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dort adaptor molekiil rol oynar: MyD88,TIR bolgesi IFN-betaindiikleyen adaptor
proteini (TRIF), TRIF ile iliskili adaptér molekiill (TRAM) ve TIR iliskili protein
(TIRAP).%8

2.6.2.5.1. MyD88 Aracilikh Sinyal Yolag

MyD88, TLR3 disindaki tiim TLR tiplerinde, TLR aracilig1 ile olusan dogal
immiin yanitin aktivasyonu i¢in baglica elemandir. Bu yolakta baslagicta CD14,
bakteriyel LPS’yi tanir, TLR4 ve MD?2 ile bir kompleks olusturarak sinyalizasyonu
baslatir. CD14, bakteriyel LPS’nin ve diger PAMP’larin tespit ve taninmasinda, TLR4
ve MD?2 ile birlikte yardimer reseptor olarak gorev alir. MD?2, ekstraseliiler bir protein
olup, TLR4’iin hiicre yiizeyine lokalizasyonu ve LPS ile indiiklenen uygun TLR4

cevabi icingereklidir.

MyD88 TIRAP varliginda TLR4’e baglanir ve komplekse IRAK’1 katar. Daha
sonra MyD88 terminal bolgedeki karboksil (COOH) kismindan IL-1 reseptor baglantili
kinaz kompleksi (IRAK) ile birlesir. IRAK otofosforile olup kompleksten ayrilir,
TRAF-6 baglanarak aktiflesir. TRAF6’da TAK1’i (TGF-beta active kinase 1) aktifler.
TAK1, TABI (TAKI baglanma proteini 1) ve TAB2 (TAKI1 baglanma proteini 2) ile
bir sinyal kompleksi olusturarak NF-kB inhibitor protein [IxB] kinaz (IKK)
kompleksini aktive eder. Bu kompleksle diizenleyici genler aktive olur. NF-kB niikleusa
gecer ve KB bolgesine baglanir. Sonug olarak, NF-kB aktivasyonu, TNF-a, IL-1, IL-6,

iNOS ve MCP-1 gibi inflamatuar diizenleyici genlerin ekspresyonuna neden olur.*®

2.6.2.5.2. TRIF-Bagimh Yolak

Bir sitoplazmik protein olan MyD88, tum IL-1R ve TLR ailesi ile etkilesime
gecebilir ve TLR ailesinin sinyal mekanizmas: icin MyD88’in gerekli oldugu
gosterilmistir.’*°Ancak MyD88 olmayan farelerde, LPS ile ortaya ¢ikan NF-kf ve
MAPK kaskad:r aktivasyonunun ge¢ baslamasi, TLR4’un bu kaskadlar1 aktive etmede
MyD88’den bagimsiz bir sekilde de hareket edebildiginigdstermektedir.

MyD88 bagimsiz sinyal yolu baslica TLR 3 ve 4 tarafindan kullanilmaktadir.
TLR4 ile uyarilmis IRF-3 aktivasyonu sonucunda IFN-f iiretimi gerceklesir. Ardindan
IFN-B STAT1 (signal transducer and activator of transcription)’i aktive ederek IFN ile

uyarilan gesitli genlerin ekspresyonlarinda artisa neden olmaktadir. TLR3 uyarimu ile de
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IRF-3 aktivasyonu gerceklesmekte ve TRIF-bagimli yoldan IFN- B’nin uyarimi

saglanmaktadir.*®

2.6.2.6. TLR ve Kanser

Larenks kanserleri bas boyun kanserleri arasinda 2. en sik goriilen malignite
olup, 5 yil ve lizeri sag kalim %67°dir. Bu tiimérlerle ilgili 6nemli 6zelliklerden biri
ozellikle ileri evrelerde lokal invazyon (lenfatik invazyon, vaskiiler invazyon, perindral
invazyon, kartilaj invazyonu vb.) ile lokal ileri hastaliga yol acip ¢evre dokulara yayilim
riski ve bolgesel ve/veya uzak metastaz riskidir. Tiimorojenez ve invazyon, timor
mikrogevresine sitokin ve kemokin salinimi, doku proteazlarinin aktivasyonu ve
bunlarin sonucu olarak apoptoz inhibisyonu, anjiyogenez ve proliferasyonun
aktivasyonu gibi birgok mekanizmanin i¢ i¢e girdigi kompleks bir durumdur. Timor
mikrocevresinde ki inflamatuar hiicrelerden salinan cesitli endojen TLR ligandlari,
prekanser6z hiicrelerdeki TLR sinyal yolunu aktive ederek sitokinlerin (IL-1, -6, -8 ve -
18), biliylime faktdrlerinin, anjiogenik faktorlerin ve ekstraselliiler matriksi yikan
proteazlarin (metalloproteinazlar) agiga ¢tkmasim saglar.>! Béylece kanser gelisimini ve
kanserin ilerlemesini destekleyen mikro ¢evresel sartlari olusturur. Hem onkogen hem
de timor siipresor genleri posttranskripsiyonel diizeyde regiile eden mikroRNA’lar ile
TLR arasindaki iliski de kanser olusumunda &nemlidir.%? Cesitli in vitro ¢alismalarda,
TLR tetiklemesinin insan meme kanseri hiicrelerinde, melanom hiicrelerinde ve berrak
hiicreli renal karsinom hiicrelerinde ve servikal ve prostat kanserlerinde apoptozu
indiikledigini gosterilmistir.’

TLR 2-3-4 genleri degisik timorler de eksprese edilmektedir ve g¢esitli
metodlarla o6lgiilebilmektedir(RT-PCR analizli, ¢cDNA klonlamasi, immiinblot ve
immunohistokimya). TLR-2 kolon ve mide kanserinde, TLR-3 meme, kolon kanserinde
ve melanomda, TLR-4 Kolon, mide, akciger hepatoselluler, over kanserinde ve
Melanomda arastirilmis ve artmis ekspresyonu bulunmustur.2001 yilinda Yoshioka ve
ark.’lar1 yaptig1 calismada kiiltiirlenmis insan kolon kanseri hiicre dizilerinde CD14 /
TLR-2 aracili TGF-beta ve HGF iiretimiminin indiiklendigini ortaya koymuslardir.*
2007 de He W. ve ark.’larinin ¢alismasinda ise TLR4'lin insan akciger kanseri hiicreleri
tizerinde sentezlendigini, fonksiyonel olarak aktif oldugunu ve immunsupresif sitokinler
indiikleyerek ve apoptoz direnci yaratarak insan akciger kanseri hiicrelerinin immun

sistemden kagmasinda onemli rol oynayabilecegini gdstermislerdir.* 2010 yilinda
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Gonzalez-Reyes ve ark.’lart Meme kanseri hastalarinda, gii¢lii TLR3 ekspresyonu olan
tiimdrlerin, metastaz olasiliginin olmayan tiimorlere gore daha yiiksek oldugunu
yaymlamislardir.®® 2011 yilinda Salaun ve ark.’lari TLR3 pozitif meme kanserli
hastalarda adjuvan dsRNA tedavisinin metastatik niiks riskini TLR3 negatif meme

kanserli hastalara gore dnemli dl¢iide azalttigin bildirmislerdir.>®

2012’de Hui-Ching Chuang ve ark.’lar1 oral kavite skuamoz hiicreli karsinom
tanisi ile rezeksiyon yapilmis 153 hastada RT-PCR yontemiyle tiimor dokularinda TLR-
3 ekspresyon diizeyini incelemis. Yiiksek TLR3 ekspresyon diizeyi kotii diferansiasyon

ve perindral invazyonu olan hastalar ile anlamli korelasyon gdstermistir.®

2008’de Pries ve ark.’nin yaptig1 ¢alismada TLR3 yalnizca bas ve boyun tiimor
dokusunda saptanirken, komsu dokuda veya lokopastik dokuda tespit edilmemistir.
Ayrica TLR-3 ekspresyonunun inhibe edilmesi sonrasi c-myc onko-protein inhibisyonu
ve hiicre proliferasyonu inhibisyonu oldugunu saptamis ve invaziv karsinomaya yol

acan fenotipe katkida bulundugunu ortaya koymustur.®

2.6.2.7. TLR ve Larenks Kanseri

Literatiire bakildiginda, TLR-2 kolon ve mide kanserinde, TLR-3 meme, kolon
kanserinde ve melanomda, TLR-4 Kolon, mide, akciger, hepatoselluler, over kanserinde
ve melanomda arastirilmis ve artmis ekspresyonu bulunmustur. Meme kanseri lizerine
yapilan bir ¢alismada TLR3 ekspresyonu olan tiimoérlerin, metastaz olasiliginin olmayan
tiimorlere gore daha yiiksek oldugu bulunmustur. Diger bir calisma da ise TLR3 pozitif
meme kanserli hastalarda adjuvan dsRNA tedavisinin metastatik niiks riskini TLR3
negatif meme kanserli hastalara gore 6nemli 6l¢iide azalttigini bildirmislerdir. Oral
kavite kanserlerinde yapilmis bir calismada TLR3 ekspresyonu, tiimorlerinde kotii

diferansiasyon ve perindral invazyon olan hastalarda anlamli artmis olarak saptanmustir.

Larenks Kkanserli hastalarda bu proteinlerin ekspresyonlari smirli sayida
calismada degerlendirilmistir. Bu calismayla larenks kanserli hastalarda TLR 2,3,4
ekspresyonlar1 degerlendirilecek, prognozu 6n gormede kullanilacak bir marker olarak
kullanilabilecektir. Eger larenks kanserli hastalarda TLR 2,3,4 ekspresyonlar1 tespit
edilirse bu durum aynt meme kanserlerinde oldugu gibi hedefe yonelik tedavi edici

ajanlarin larenks kanserlerinde de kullaniminin incelenmesine temel saglayacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerec

3.1.1. Cahsma Grubu

Bu ¢aligma, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu’ndan etik onay1 93777809-604.01.01-429320 nolu yaz ilealinmis, Istanbul
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan(Proje
numarasi: 27974, proje kodu: TTU-2018-27974) desteklenmistir.

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim
Dali'nda, larenks skuamoz hiicreli karsinomu tanis1 almig ve total/parsiyel larenjektomi
yapilan 50 hasta calismaya alindi. Calismadan dislanma kriterleri olarak; daha once
kemoterapi almis, serolojisi pozitif, bagka bir malignite dykiisii olan hastalar ¢alismaya
alinmadi. Hastalardan cerrahi islem oncesi aydinlatilmis onam formu imzalatildi ve

calismaya katilmay1 kabul eden bireylerden doku 6rneklerialindi.

Alinan timér ve normal dokulardan total RNA elde edilerek cDNA’ya cevrildi.
cDNA ornekleri, ifade analiz ¢aligmalar1 yapilincaya kadar -80°C’de muhafaza edildi.

Hastalarin histopatolojik bulgulari degerlendirilerek, TNM evreleme sistemine

gore patolojik evrelemeleri yapildi.
Hastalarda agagidaki klinik parametreler degerlendirmeye dahil edildi;

Cinsiyet

Yas

Sigara-alkol kullanimi
Tiimor lokalizasyonu
Patolojik T evresi
Patolojik N evresi
TUmor evresi

Perinodal yayilim

S S A R

Histolojik grade
10. Kan damar1 invazyonu

11. Lenfatik invazyon
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12. Perindral invazyon

13. Kartilaj invazyonu

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

AN N N N N N N N N NN

LightCycler 480-11 Gergek Zamanli PZR cihazi (Roche, ALMANYA)
Applied Bio Systems 9700 Termal Dongii Cihaz1 (PZR) (ABI, SINGAPUR)
NanoDrop Spektrofotometre (Thermo Scientific, ABD)

Otoklav (Hirayama, JAPONYA)

Derin Dondurucu (-20) (Argelik, TURKIYE)

Derin Dondurucu (-80) (Sanyo, JAPONYA)

Distile Su Cihaz1 (Niive, TURKIYE)

Etiiv (Hybaid, INGILTERE)

Bullet Blender Storm Homojenizatdr (Avarill Park., ABD)

Hassas Terazi (Shimadzu, JAPONYA)

Otomatik Mikropipetler (Eppendorf, ABD)

Sogutmali Mikrosantrifiij (Hettich, ALMANYA)

Vortex (Velp Scientifica, ABD)

3.1.3. Kullanilan Ticari Kitler

PureLink RNA Mini Kit (Life Technology, NY, ABD)

Parcalama tampon, Yikama tamponu I- II, RNaz igermeyen su, spin kartusu,
toplama tiipleri, geri kazanim tiipleri

cDNA Sentez Kiti (Thermo Fisher Scientific, MA, ABD)

RevertAid ters transkriptaz (200 U/pul), ribolock RNaz engelleyici (20 U/pl),
5X tepkime tamponu, 10mM dNTP karigimi, oligo (dT) primer (100 uM),
random hexamer primer (100 pM), ileri GAPDH primer (10uM), geri
GAPDH primer (10uM), control GAPDH RNA (0,05 pg/ul), niikleaz

icermeyen su.

36



3.1.4. Kullanilan Primerler

Hedef ve referans genlerin ifade analizlerininger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) ile yapilabilmesi i¢in, primer dizileri tasarlandi ve ticari olarak
sentezlettirildi (Tablo 3-1). Liyofilize formda gelen primerler 100 uM ana stok elde
edebilmek i¢in uygun miktarda distile su ile sulandirildi ve -20°C’de saklandi.

Tablo 3-1. Gerg¢ek zamanli PZR igin kullanilan TLR-2, TLR-3, TLR-4 ve G6PD primer

dizileri

[leri Primer: 5°- GGTGTCGGAATGTCACAGGACA-3’
TR Geri Primer: 5°- GCATCATAGCAGATGTTCCTGCT-3’

Ileri Primer: 5°- TGGAGCCAGAATTGTGCCAGA-3’
" Geri Primer: 5°- GGATTGAGTTGGACATGAGATGGA-3’

[leri Primer: 5°- TGCGTGGAGGTGGTTCTTAAT-3’
TER4  Geri Primer: 5- AAGCTATAGCTGGCTAAATGCCTGS"

Ileri Primer: 5’>-ATGCCTTCCATCAGTCGGATACA-3’
GOPD Geri Primer: 5’-ATAGCCCACGATGAAGGTGTTTTC-3’

3.2. Yontem

3.2.1. Dokudan RNA Eldesi

Tiimér ve normal doku &rneklerinden total RNA elde edilmesinde PureLink™
RNA Mini Kit (Life Technology, ABD) kullanildi. RNA izolasyonu i¢in firmanin

onerdigi protokol uygulandi:

v' 30-50 mg doku iizerine 500ul par¢alama tamponu+5ul B-merkaptoetanol

eklenip homojenizatérde parcalandi.
v' Lizat, 2600 g’de 5 dakika santrifiij edildi.

v Ayn bir mikrosantrifiij tiipe alinan st siv1 tizerine (1:1) oraninda %70’lik
soguk etanol eklendi. Mikrosantrifiij tliplerindeki karigim filtreli tiiplere

aktarildi.

v 12 000 g’de 30 saniye santrifiij edildi.
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v' Santrifiij edildikten sonra filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine yerlestirildi.

Uzerine 700 pul yikama tamponu I eklendi.
v' 12 000 g’de 30 saniye santrifiij edildi.

v’ Filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine konulduktan sonra tizerine 500 ul

yikama tamponu II eklendi.
v' Sirastyla, 12 000 g’de 30 saniye ve 12 000 g’de 2 dakika santrifiij edildi.

v Filtreler yeni mikrosantrifiij tiiplere yerlestirildi. Uzerine 80 pl RNaz

icermeyen su eklendikten sonra oda sicakliginda 5 dakika bekletildi.
v 12 000 g’de 2 dakika santrifiij edildi.

v" Elde edilen total RNA spektrofotometrede dlgiildii.

3.2.2. Spektrofotometrik Analiz

RNA’larin yogunlugu ve safligt ND-1000 NanoDrop spektrofotometrede
olgiildii. RNA orneklerinin 260nm / 280nm oranlarindan saflik degerleri 1,8-2,0

araliginda bulundu.

3.2.3. cDNA Eldesi

Dokudan elde edilen total RNA’nin yogunlugu ve safligina uygun olarak cDNA
konsantrasyonlar1 ayarlandi, “RevertAid cDNA Sentez Kiti (Thermo Scientific, ABD)”
ile cDNA sentezi yapildi. cDNA sentez bilesenleri ve dongii kosullar1 Tablo 3-2’de

gosterilmektedir.

Tablo 3-2. cDNA sentez bilesenleri ve dongii kosullari

c¢DNA Sentez Bilesenleri IIk Derisim Son Derisim

Oligo (dT) Primer (0,2 pg/pl) 100 uM 5uM
Niikleaz icermeyen Su - 12 ul’ye tamamla

Baslangic Kalip RNA’s1 400 ng 80°C’de 3 dakika

Tepkime Tamponu 5X 1X
Deoksiniikleotid Karisimi (dANTP) 10 mM 1 mM
RNaz Engelleyici 20 U/ul 1 U/ul
Ters Transkriptaz 200 U/l 10 U/pl

37°C’de 90 dakika
94°C’de 2 dakika
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Elde edilen cDNA’lar, hedef ve referans genlerin ifade analizi c¢alismalarina
kadar -80°C’de saklandi.

3.2.4. TLR-2, TLR-3 ve TLR-4 Genlerinin Ifade Analizi

Larenks kanserli hastalarin timor ve normal dokularinda TLR-2, TLR-3 ve
TLR-4 genlerinin ifade analizi LightCycler 480 II cihazinda gergek zamanli PZR
yontemi ile analiz edildi. Normalizasyon i¢in referans gen olarak Glukoz-6-fosfat

dehidrogenaz (G6PD) geni kullanildu.

Ifade analizi i¢in ger¢ek zamanli PZR karistmi Tablo 3-3’te, PZR déngii
programi Tablo 3-4’te gosterilmektedir.

Tablo 3-3. ifade analizi igin gergek zamanli PZR karigimi

Ik Derisim Hacim Son Derigim
Eva Green Master Karigimi 2X 7,5 ul 1X
dH20 3,5ul
Ileri Primer 100pM 1 ul 10uM
Geri Primer 100uM 1 ul 10uM
cDNA 2ul 200ng

Toplam Hacim: 15 pl

Tepkime ¢ozeltisi 96’lik kuyularin igine konularak Light Cycler 480-11 cihazina
yerlestirildi.

Tablo 3-4. Gergek zamanli PZR dongii programi

Dongii Sayist  Hedef Sicaklik  Bekletme Siiresi

On-kulugka (pre-incubation) 1 95°C 15 dk
Cogalma (amplification) 40

Bozunma (denaturation) 95°C 15sn
Baglanma(annealing) 61°C 30 sn
Uzama 1 72°C 3dk
Soguma (cooling) 1 50°C 10 sn
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3.2.5. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

[statistiksel analiz icin IBM SPSS Statistic 21.0 programi kullanildi. Tanimlayici
istatistikler; sayisal degiskenler i¢in ortalama, standart sapma, minimum, maksimum,
kategorik degiskenler i¢in sayr ve yiizde olarak verildi. Gruplarda oranlarin
karsilastirilmas1 Ki Kare Analizi ile yapildi. Istatistiksel alfa anlamlilik seviyesi p<0,05
olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu c¢alisma 2016-2018 tarihleri arasinda Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kulak Burun
Bogaz Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda larenks skuamoz hiicreli karsinomu nedeniyle
acik cerrahi yontemle total veya parsiyel larenjektomi yapilan 50 hasta iizerinde
retrospektif olarak yapilmistir. Hastalarin yaslar1 34 ile 84 arasinda degismekte olup
ortalama 60,56+9,67 dir. Hastalarin 47’si (%94) erkek; 3’1 (%6) kadindir. (Tablo 4-1)

Hastalarin sigara ve alkol kullanim durumlarma bakildiginda, 38’si (%76) alkol
kullanmamakta; 12’1 (%24) alkol kullanmakta idi. Sigara kullanim1 0 paket/y1l ile 120
paket/y1l arasinda degigsmekte olup; ortalama 42,82+22,76 paket/yil’dir. (Tablo 4-1)

Tablo 4.1. Hastalarin demografik 6zellikleri, sigara ve alkol kullanim durumlari

Say1 (n: 50) Yiizde (%)
Yas (y1l) Ortalama: 60,56+9,67
Minimum: 34
Maksimum: 84
Cinsiyet
Erkek 47 9
Kadin 3 6
Alkol kullanimi
Var 12 24
Yok 38 76
(Sliil:?/;r)“amml Ortalama: 42,82+22,76
Minimum: 0
Maksimum:120

Tiimor bolgesi 17 (%34) hastada glottik bolgede, 17 (%34) hastada supraglottik
bolgede, 16 (%32) hastada ise transglottik bolgede yerlesim gostermektedir. 2 (%4)
hasta daha oOnceki donemde larenks kanseri nedeniyle primer radyoterapi tedavisi
almistir. 29 (%58) hastaya parsiyel larenjektomi; 21 (%42) hastaya total larenjektomi
operasyonu yapilmstir. (Tablo 4-2)
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Tablo 4.2. Hastalarin tiimor bolgesi, radyoterapi 0ykiisii, operasyon tipi ve boyun

diseksiyonu tiiriine gore siniflamasi

Say1 (n: 50) Yiizde (%)
Tiimor bolgesi
Glottik 17 34
Supraglottik 17 34
Transglottik 16 32
Radyoterapi oykiisii 2 4
Operasyon tipi
Parsiyel larenjektomi 29 58
Total larenjektomi 21 42

Histopatolojik inceleme sonrasi patolojik T evresine bakildiginda 1 (%2) hasta
T1, 5 (%10) hasta T2, 7 (%14) hasta T3 ve 37 (%74) hasta T4 evresindedir. Erken evre
(T1 ve T2) hasta sayisi 6; ileri evre (T3 ve T4) hasta sayis1 44 tiir. Patolojik N evresine
bakildiginda 26 hasta NO (%52), 8 (%16) hasta N1, 6 (%12) hasta N2 ve 10 (%20) hasta
N3’tiir. Hastalarin 24’linde (%48) lateral boyunda lenf nodu metastazi bulunmaktaydi.
(Tablo 4-3). Histopatolojik grade; 1 (%2) hastada grade 1, 29 (%58) hastada grade 2, 20
(%40) hastada grade 3’tiir. (Tablo 4-3)

TNM simiflamasina gore hastalik evresi 1 (%2) hastada evre 1, 5 (%10) hastada
evre 2, 7 (%]14) hastada evre 3 ve 37 (%74) hastada evre 4’tiir. 6 (%12) hasta evre 1 ve
evre 2 hastaliga sahipken, 44 (%88) hasta evre 3 ve evre 4 hastaliga sahipti. (Tablo 4-3)

Boyun metastazi olan hastalar incelendiginde 11 (%22) hastada perinodal

yayilim goriildii. (Tablo 4-3)

25 (%50) hastada kan damar1 invazyonu, 43 (%86) hastada lenfatik invazyon, 22
(%44) hastada perindral invazyon, 22 (%44) hastada ise tiroid kartilaj invazyonu
goriildii. (Tablo 4-3)
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Tablo 4.3. Hastalarin histopatolojik inceleme sonuglari

Say1 (n: 50) Yiizde (%)
Patolojik T evresi
Tl 1 2
T2 5 10
T3 7 14
T4 37 74
Patolojik N evresi
NO 26 52
N1 8 16
N2 6 12
N2a:2 (%4) N2c:4 (%8)
10
N3 N3b:10 (%20) 20
Histopatolojik grade
Grade 1 1 2
Grade 2 29 58
Grade 3 20 40
Hastalik evresi
Evre 1 1 2
Evre 2 5 10
Evre 3 7 14
Evre 4 37 74
Perinodal invazyon
Var 11 22
Yok 39 78
Kan damari invazyonu
Var 25 50
Yok 25 50
Lenfatik invazyon
Var 43 86
Yok 7 14
Perinéral invazyon
Var 22 44
Yok 28 56
Tiroid kartilaj invazyonu
Var 22 44
Yok 28 56
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Calismamizda; TLR2 gen ifade degeri 1 hastada belirlenemedigi i¢in istatistiksel
analizler 49 hasta; TLR-3 ve TLR-4 i¢in 50 hasta iizerinden hesaplanmistir. TLR-2,
TLR-3 ve TLR-4 gen ifade degerleri 2724¢T yontemi ile degerlendirildiginde toplam

calisma grubundaki 244¢T

ortalama degerleri sirasi ile 0.1, 0 ve 1 olarak bulunmustur.
Paired sample T-test ile yapilan analizde her ii¢ gen igin de p<0,001 olarak bulunmustur
ve sonug istatistiksel olarak anlamlidir. Bu sonuca gore TLR-2, TLR-3, TLR-4

ekspresyonu, tiimor hiicrelerinde normal dokuya gore anlamli oranda azalmistir. (Tablo

4-4)

Tablo 4.4. Normal doku ve timérlii dokularda TLR-2, TLR-3, TLR-4 ekspresyon

miktari
ACT AACT 2:AACT N
ORT+SS ORT4SS ORT<SS P
TLR-2 TUMOR 1,842,3 3,843,5 0,140,1
<0,001
NORMAL 2424 0 1
TLR-3 TUMOR 3,242.6 4,745 0
<0,001
NORMAL -1,5+4.4 0 1
TLR-4 TUMOR 7,8+2.9 4.8+43 1+1
<0,001
NORMAL 343 0 1

ORT: Ortalama, SS:Standart Sapma, p: Anlamlilik degeri
*Statistiksel analizler Paired Sample T-Test kullanilarak analiz edildi

50 hastada yapilan degerlendirmede, tlimorlii ve normal dokudaki mRNA ifade
diizeylerinin dagilimina bakildiginda TLR-2 geni i¢in normal dokuya gore tiimorlii
dokuda 42 (%85,7) hastada azalmis, 1 (%2) hastada degismemis, 6 (%12,3) hastada ise
artmis gen ifadesi, TLR-3 geni icin 42 (%84) hastada azalmis, 1 (%2) hastada
degismemis, 7 (%14) hastada artmis gen ifadesi, TLR-4 geni igin 41 (%8&2) hastada
azalmis, 1 (%2) hastada degismemis, 8 (%16) hastada artmis gen ifadesi tespit
edilmistir. (Tablo 4-5)
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Tablo 4.5. TLR-2, TLR-3 ve TLR-4 mRNA ifade diizeylerinin dagilimi

mMRNA ifade TLR-2 TLR-3 TLR-4
Azalmig n(%) 42 (85,7) 42 (84) 41 (82)
Degismemis n(%) 1(2) 1(2) 1(2)

Artmig n(%) 6 (12,3) 7 (14) 8 (16)

TLR-2, TLR-3, TLR-4 ekspresyonu ayni kalan veya artan grupla, ekspresyonu

azalmis grup arasinda; cinsiyet, yas, sigara ve alkol kullanimi, tiimor lokalizasyonu, T

evresi, hastalik evresi, boyun N evresi, perinodal yayilim, histopatolojik grade, kan

damart invazyonu, lenfatik invazyon, perindral invazyon, kartilaj invazyonu arasinda

anlamli fark bulunmamustir. (Tablo 4-6), (Tablo 4-7), (Tablo 4-8)
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Grafik 4-1. Tiimorli ve normal doku 6rneklerinde GO6PD mRNA ekspresyon egrileri
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Tablo 4.6. Larenks kanserli hastalarda TLR-2 mRNA ifade diizeyleri ve

klinikopatolojik 6zellikleri

Hasta TLR-2ifade n (%) *p
n(%) | Azalms | Degismemis | Artoms | degeri
Tiimér yeri | Glottik 16(32,7) | 13(26,5) 1(2) 2(4,1)
Supraglottik | 17(34,7) | 16 (32,7) 0 (0) 1(2) 0,494
Transglottik | 16(32,7) | 13 (26,5) 0 (0) 1(2)
T1 1(2) 1(2) 0(0) 0(0)
Patolojik T | T2 5(10,2) | 5(10,2) 0(0) 0(0)
Evre T3 7(143) | 6(12,2) 0 (0) 1 | 2%
T4 36(73,5) | 30(61,2) 1(2) 5(10,2)
NO 26(52) | 22 (44,8) 1(2) 2 (4)
N1 8(16) | 8(16,3) 0(0) 0 (0)
Patolojik N | N2 6(12) 4(8,1) 0(0) 2(4) 0,498
Evre N2a 2(4) 1(2) 0(0) 1(2)
N2c 4(8,1) 3(6) 0(0) 1(2)
N3 (N3b) 10(20) | 9(18,3) 0 (0) 1(2)
Histolojik Grade 1 1(2) 1(2) 0(0) 0(0)
grade Grade 2 28(57,1) | 23 (46,9) 1(2) 4(8,2) 0,885
Grade 3 20(40,8) | 18(36,7) 0 (0) 2 (4,1)
Vaskiiler Var 25 (51) | 20 (40,8) 1(2) 4(8,2) 0418
Invazyon Yok 24 (49) | 22 (44,9) 0 (0) 2 (4,1) ’
Lenfatik Var 42(85,7) | 37(75,5) 1(2) 4(8,2) 0.343
Invazyon Yok 7(14,3) | 5(10,2) 0 (0) 2 (4,1) ’
Peringral Var 21(42,9) | 17 (34,7) 1(2) 3(6,1) 0.459
Invazyon Yok 28(57,1) | 25 (51) 0(0) 3(6,1) ’
Kartilaj Var 21(42,9) | 18(36,7) 1(2) 2 (4,1) 0.459
Invazyonu | yok 28(57,1) | 24 (49) 0 (0) 4(8,2) '
Perinodal Var 11(22) | 9(18,3) 0 (0) 2(4)
yaythm Yok 39(78) | 33(67,3) 1 (0) 4 (8) 0.482
Cinsiyet Kadin 3(6,1) 2(41) 0 (0) 1(2) 0.506
Erkek 46(93,9) | 40 (81,6) 1(2) 5(10,2) '
Yas <50 6(12,2) | 5(10,2) 0 (0) 1(2) 0881
>50 43(87,8) | 3775,5) 1(2) 5(10,2) '
Sigara Var 44(89,8) | 38 (77,6) 1(2) 5(10,2) 0.815
Yok 5(10,2) | 4(8,2) 0 (0) 1(2) ’
Alkol Var 12(24,5) | 10 (20,4) 0(0) 2 (4,1) 0745
Yok 37(75,5) | 32 (65,3) 1(2) 4(8,2) ’

*Statistiksel analizler Pearson Chi-Square test kullanilarak analiz edildi
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Grafik 4-2. Timorli ve normal doku 6rneklerinde TLR-2 mRNA ekspresyon egrileri
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Tablo 4.7. Larenks kanserli hastalarda TLR-3 mRNA ifade diizeyleri ve

klinikopatolojik 6zellikleri

Hasta TLR-3ifade n (%) *p
n(%) | Azalmis | Degismemis | Artmis degeri
Glottik 17 (34) | 15 (30) 0 (0) 2 (4)
Tiimér yeri | Supraglottik 17 (34) 15 (30) 1(2) 1(2) 0,353
Transglottik 16 (32) 12 (24) 0(0) 4 (8)
T1 1(2) 1(2) 0(0) 0(0)
Patolojik T | T2 5 (10) 5 (10) 0(0) 0(0) 0.956
Evre T3 7 (14) 6 (12) 0 (0) 1(2) ’
T4 37(74) | 30(60) 1(2) 6 (12)
NO 26 (52) | 21 (42,8) 0 (0) 4 (8)
N1 8(16) | 8(16,3) 0(0) 0(0)
Patolojik N | N2 6 (12) 3(6) 1(2) 2(4) 0,074
Evre N2a 2(4) 1(2) 0(0) 1(2)
N2c 4(8,1) 2(4) 1(2) 1(2)
N3(N3b) 10 (20) | 9(18,3) 0(0) 1(2)
o Grade 1 1(2) 1(2) 0 (0) 0 (0)
g'r';éz'o“k Grade 2 29 (58) | 24 (48) 0(0) 5(10) | 0,713
Grade 3 20 (40) | 17 (34) 1(2) 2(2)
Vaskiiler Var 25(50) | 20 (40) 1(2) 4 (8) 0.533
invazyon Yok 25 (50) | 22 (44) 0(0) 3 (6) ’
Lenfatik Var 43 (86) | 37(74) 1(2) 5 (10) 0.461
invazyon Yok 7 (14) 5 (10) 0(0) 2 (4) ’
Perinéral Var 22 (44) 18 (36) 1(2) 3 (6) 0.522
invazyon Yok 28 (56) | 24 (48) 0(0) 4 (8) ’
Kartilaj Var 22 (44) | 20 (40) 0(0) 2 (4) 0.431
invazyonu | Yok 28 (56) | 22 (44) 1(2) 5 (10) '
Perinodal Var 11 (22) 2(4) 0(0) 9 (18,3) 0.697
Yayilim Yok 39(78) | 5(10,2) 1(2) 32 (65,3) '
Cinsiyet Kadin 3(6) 2 (4) 0 (0) 1(2) 0,597
Erkek 47 (94) | 40 (80) 1(2) 6 (12)
vas <50 6 (12) 4 (8) 1(2) 1(2) 0,022
>50 44 (88) | 38(76) 0(0) 6 (12)
Sigara Var 45(90) | 39(78) 1(2) 5 (10) 0.204
Yok 5 (10) 3(6) 0 (0) 2 (4)
Alkol Var 12 (24) | 9(18) 2 (4) 5 (10) 0.183
Yok 38(76) | 33(66) 0 (0) 5 (10)

*Statistiksel analizler Pearson Chi-Square test kullanilarak analiz edildi
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Grafik 4-3. Tiimorlii ve normal doku drneklerinde TLR-3 mRNA ekspresyon egrileri
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Tablo 4.8. Larenks kanserli hastalarda TLR-4 mRNA ifade diizeyleri ve

klinikopatolojik 6zellikleri

Hasta TLR-4ifade n (%) *p
n(%) | Azalmis | Degismemis | Artmis | degeri
Glottik 17 (34) | 13 (26) 1(2) 3 (6)
Timor yeri Supraglottik 17 (34) 15 (30) 0 (0) 2(4) 0,666
Transglottik 16 (32) 13 (26) 0 (0) 3(6)
T1 1(2) 1(2) 0(0) 0(0)
Patolojik T | T2 5 (10) 5 (10) 0(0) 0(0) 0.935
Evre T3 7 (14) 6 (12) 0 (0) 1(2) ’
T4 37(74) | 29(58) 1(2) 7 (14)
NO 26 (52) | 23(46,9) 1(2) 1(2)
N1 8 (16) 6 (8) 0(0) 2 (4)
Patolojik N N2 6 (12) 3(6) 0(0) 3 (6) 0,174
Evre N2a 2(4) 1(2) 0(0) 1(2)
N2c 4(8,1) 2(4) 0(0) 2(4)
N3 10 (20) | 8(16,3) 0(0) 2 (4)
o Grade 1 1(2) 1(2) 0 (0) 0 (0)
gHr':é‘;'o“k Grade 2 29 (58) | 24 (48) 1(2) 4 (8) 0,874
Grade 3 20 (40) | 16(32) 0(0) 4 (8)
Vaskiiler Var 25(50) | 19 (38) 1(2) 5 (10) 0423
invazyon Yok 25 (50) | 22 (44) 0(0) 3 (6) ’
L enfatik Var 43 (86) | 35(71,4) 1(2) 7 (14,2) 0583
invazyon Yok 7(14) | 6(12,) 0 (0) 1(2) ’
Perinoral Var 22 (44) 17 (34) 1(2) 4 (8) 0.473
invazyon Yok 28 (56) | 24 (48) 0(0) 4(8) '
Kartilaj Var 22 (44) | 18(36) 1(2) 3(6) 0.494
invazyonu Yok 28 (56) | 23 (46) 0 (0) 5 (10) '
Perinodal Var 11(22) | 7(143) 0(0) 4(8,1) 0.724
Yayilim Yok 39 (78) | 33(67,3) 1(2) 4(8,1) '
Cinsiyet Kadin 3(6) 3(6) 0 (0) 0(0) 0.704
Erkek 47 (94) | 38(76) 1(2) 8 (16)
Vas <50 6 (12) 5 (10) 0 (0) 1(2) 0,933
>50 44 (88) | 36(72) 1(2) 7 (14)
_ Var 45(90) | 36/72) 1(2) 8 (16)
Sigara 0,543
Yok 5 (10) 5 (10) 0 (0) 0(0)
Alkol Var 12 (24) | 8(16) 0(0) 4 (8) 0.155
Yok 38(76) | 33(66) 1(2) 4 (8)

*Statistiksel analizler Pearson Chi-Square test kullanilarak analiz edildi
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Grafik 4-4. Timorli ve normal doku 6rneklerinde TLR-4 mRNA ekspresyon egrileri
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5. TARTISMA

Bas boyun kanseri grubunun ana temsilcisi olan larenks kanseri, iilkemizde
Saglik Bakanlig1 verilerine gore en sik goriilen kanserler siralamasinda 7.7/100,000 ile
6. Sirada gelmektedir.!® Bu tiimérlerin % 90'indan fazlasmin iyi diferansiye yassi
hiicreli karsinomlara sahip olmasina ragmen, bu hastalik i¢in 6liim oranlar1 son 50 yilda
onemli Olglide iyilesmemistir. Sigara ve ilgili alkollii igeceklerin major etiyolojik
roliiniin oynadig: tipik ¢evresel kanserdir. Immiinolojik ve genetik ozellikleri kapsamli
olarak incelenmistir. Bu tiimorlerde spesifik hiicre aracili immiinitenin yani sira gesitli
molekiiler aberasyonlarda tespit edilmistir.°”® Bununla birlikte bunlarm timér
biliylimesi ve progresyonu iizerinde dnemli bir etkisi olmadigi gosterilmistir. Bu da
timor immiinolojisindeki evrimsel olarak daha eski, evrimsel olarak korunan

immiinoloji dalina, yani hiicresel immiiniteye gecis i¢in mevcut egilimi agiklamaktadir.

Hiicresel immiinite ¢esitli omurgasiz canlilarin korunmasini saglar, yasamin
baslangicindan itibaren aktiftir ve anti-mikrobiyal savunma i¢in saglam araglara ve
mekanizmalara sahiptir. Ayrica, bilinmeyen nedenlerle, omurgasizlar hemen hemen
neoplazi icermez. Neyse ki, insan dahil omurgalilarda dogustan gelen bagisiklik
mekanizmalarinin ¢ogu korunmustur. Toll benzeri reseptorler bu mekanizmanin iyi bir
ornegidir. Baslangigta bir Drosophila sineginde tespit edilmisler ve dorso-ventral
embriyonik gelisimine ve anti-fungal immiiniteye dahil olduklar1 bulunmustur.®
TLR'ler hem hayvanlarda hem de insanda gesitli bakteriyel, viral ve fungal patojenlerin
taninmasina katilan i1yi bilinen faktorlerdir. Tiimorlerdeki rolleri acik olmaktan ok
uzaktir, ancak literatiirde tiimor biiylimesi lizerinde hem pozitif hem de negatif bir

etkiye sahip oldugunu iddia eden bir¢ok rapor nedeniyle ilgi artmaktadir.

TLR ailesinde yer alan molekiillerin bas boyun kanserlerinde raporlandig
referans sayist olduk¢a azdir. Bizim ¢alismamiz larenks kanserleri acgisindan
bakildiginda 50 larenks kanseri hastasinin incelendigi literatiirdeki en genis serilerden
biridir.

Szczepajski ve ark’nm® yaptigi calismada 43 ila 77 yas araliginda larenks
karsinomu nedeniyle total larenjektomi yapilmis 20 hasta degerlendirilmis. Test edilen
hastalarin TNM evrelemesi ve tiimoriin histolojik olgunlagma derecesi 11/20 (% 55)
vakada T3, 9/20 vakada T4 (% 45), 4/20 (% 20) vakada NO, 9/20 (% 45) vakada N1,

52



vakalarm 7/20 (% 35) 'inde N2, 20/20 (% 100) vakada MO, 5/20 (% 25) G1 ve 15/ 20
(% 75) idi. Kanser hiicrelerinin bir kisminda TLR-2, TLR-3 ve TLR-4{in membran
velveya sitoplazmada ekspresyonunu ortaya koymustur. Timor hiicrelerinde en sik
ifade TLR-2’de ve en az ifade TLR-4'te goriilmiistiir. Bu ¢alismanin sonuglari, laringeal
karsinomun mikro ortaminda TLR'lerin, yani TLR-2, TLR-3 ve TLR-4 varliginin
gostergesidir. Test edilen TLR'lerin sadece inflamatuvar infiltrat hiicrelerinde degil ayni

zamanda tiimor hiicrelerinde de ifade edildigi ilgi ¢ekici bulunmustur.

Bizde yaptigimiz c¢alismada larenks kanserli hastalarin tiimorlii dokularindan
aldigimiz orneklerde TLR-2, TLR-3, TLR-4 gen ekspresyonunun oldugunu ortaya
koyduk. Ancak aymi hastalarin normal dokularindan aldigimiz ~ 6rnekle
karsilastirdigimizda her ii¢ gen igin ekspresyon diizeylerinde azalma oldugu tespit
edildi. Bu azalma istatiksel olarak anlamli bulunmustur(p<0,001). Bu durum bize TLR-
2, TLR-3, TLR-4 genlerinin larenks karsinomlarinda, diger kanserler ile TLR ailesi
tiyelerinin iligkisinin incelendigi ¢aligmalar ile kiyaslandiginda tiimor supresor etkisi
olabilecegini disliniidiirmiistlir. Literatiirdeki TLR2, TLR3 ve TLR4 iliskili
calismalarda zit sonuglar ¢ikmasi; vaka sayilarinin degiskenligi, farkli kanser tiirleri ile
calisilmasi, kullanilan yontem farkliliklar1 veya etnik gruplar arasindaki degiskinlikle

agiklanabilir.

Normal epiteldenayr1 olarak, TLR'lerin, cilt, meme, akciger, kolon, karaciger,
over ve digertimorler gibi ¢esitli kanser hiicrelerinde eksprese olduklari
gosterilmistir.®°Belirli kanser hiicrelerinin cesitli TLR'leri ifade etmesi, timér biiyiimesi
ve progresyonu ile ilgili bazi islevleri yerine getirebildiklerini gosterir. Aslinda, bazi
arastirmacilar tarafindan, TLR'lerin tiimor lehine hareket edebilecegi ve ilerlemesi igin
olumlu uyaranlar sagladig1 gosterilmistir. Diger taraftan, uygun TLR ligandlari, bazi
timorlerde de goriilecegi lizere, tiimdr biiylimesini baskilayabilir. Tillman ve ark.’nin
cilt orijinli bazal hiicreli karsinom ve skuamdz hiicreli karsinomu olan hastalarda yaptigi
calismada, bir TLR7 analogu olan imikimod, bir merhem olarak uygulandiginda cilt
karsinomunun biiyiimesini inhibe ettigi gosterilmistir.®? Bir baska ¢alismada ise
imikimodun bu etkiyi T-hiicre up-regulasyonu ileimmunolojik aracili olarak yaptigi

ortaya konmustur.5?

Bizde yaptigimiz calisma sonucunda Tillman ve ark.’min ¢alismasinda gegen

TLR-7’nin cilt kanserlerindeki timdr supresor etkisinin bir benzerinin larenks
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kanserlerinde TLR-2,3,4 i¢in gecerli olabilecegini diisiinmekteyiz. Gelecekte yapilacak
yeni c¢aligmalar ve bu genlere yonelik gelistirilecek ajanlar ile larenks kanseri

tedavisinde yeni segeneklerin ortaya ¢ikabilecegine inanmaktayiz.

Chuang ve ark.’nin® yaptig1 calisma ise2001 ile 2010 yillar1 arasinda primer
cerrahi rezeksiyon uygulanan oral kavite SCC'li 153 hasta icermektedir. Hastalarin
ortalama yas1 50.6 idi (range 26-77 yil). Tiim hastalarin ortalama takip siiresi 54.6 ay
(dagilim 2.5-121.5 ay) idi. Tumor dokularindaki TLR-3 protein ekspresyonunun
sikligin1 ve lokalizasyonunu incelemek i¢in doku mikrodizisi ile immiinohistokimyasal
bir analiz yapildi. 153 hastanin 112’sinde (%73,2) sitoplazmik TLR3 boyamasi
gozlendi, ancak birka¢ stromal enflamasyon hiicresinde de TLR3 boyamasi tespit edildi.
Rt-PCR analizinde mevcut toplam 153 hasta 6rneginden 123 vaka (% 80) diisiilk TLR3
ekspresyonu kaydedildi. 30 olguda (% 20) yiiksek ekspresyon tespit edildi. Yiiksek
TLR3 ekspresyonu, tiimérleri koti diferansiye ve perinéral invazyonu olan hastalar ile
anlamli korelasyon gosterdi. TLR3 ekspresyonu, timér boyutu, lenf nodu metastazi,

tiimdr nekrozu ve vaskiiler invazyon gibi diger parametrelerle korelasyon gostermedi.

Bizim ¢alismamizda ise rt-PCR ile analiz ettigimiz 50 larenks kanserli hastanin
42’sinde (%84) TLR-3 ekspresyonunda normal dokulara gore azalma tespitedilmistir.
Bu azalma istatiksel agidan anlamlidir (p<0,001).Chuang ve ark.’nin ¢alismasina benzer
olarak tiimorlii dokularda normal dokulara gore benzer oranlarda TLR-3 ekspresyon
diizeyinde azalma oldugu ortaya konmustur. Bu da TLR-3 geninin bas boyun
kanserlerinde tiimor supresyonu etkisinin olabilecegine dair siipheleri giiglendirmistir.
TLR-3 ekspresyon artisinin %20 oldugu Chuang ve ark. ¢alismasina uyumlu olarak biz
de ¢alismamizda 7 (%14) hastada artis gézlemledik. Ancak TLR-3 ekspresyon artiginin
oldugu 7 hastada, ekspresyon artis1 kotii diferansiasyon, tiimor evresi, perindral
invazyon, vaskiiler invazyon, lenfatik invazyon, kartilaj invazyonu, lenf nodu metastazi

ve histolojik grade gibi diger parametrelerle korelasyon gostermemistir.

Yoshioka ve ark.’nin®® kolon kanseri iizerine yaptiklar1 calismada, her iki hiicre
kiiltiirinde de CD14 ve TLR-2 reseptorlerinin eksprese edildigini, ancak TLR-4'{in
eksprese edilmedigini gostermislerdir. Bakteryel LPS ile tetiklenen TGF ve HGF
iiretiminin bir CD14 / TLR-2 kompleksi aracilifiyla oldugunu iddia etmislerdir. Diger
caligma sonuclarina gore; TLR-4'lin LPS reseptorii olarak biiylik rol oynadigi ortaya

konmusken, TLR-2'nin rolii daha fazla tanimlamaya ihtiyag duymaktadir.®®* Bu
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calismanin mevcut sonuglari, TLR-2'nin LPS ile indiiklenen sinyallemeye aracilik ettigi
onceki bulguyla tutarli oldugunu ve TGFB ve HGFnin arttirilmig {iretiminin LPS
tarafindan uyarilan TLR-2'min aracilik ettigini de ortaya koymaktadir. Timor
mikroortamindaki bakteryel ¢ogalmanin, TLR-2 aktivasyonu {izerinden tiimor

biiylimesine katki sagladigi diistiniilmektedir.

Bizim ¢aligmamizda ise TLR-2 ekspresyonu istatiksel anlamli olarak tiimorlii
dokuda azalmis olarak bulundu. Kolon ve larenks bakteryel florasindaki farkliliklarin,
TLR-2 aktivasyonunu etkilemis olabilecegi diisiiniildii. TLR-2’nin endojen ligand1 olan
lipopolisakkaritlerin farkli floralarda degisiklik gosterebilmesi tutarsiz sonucun ortaya
c¢ikmasina neden olmus olabilir. Bununla birlikte; TLR-2 gen ekspresyonunun artis
gosterdigi larenks kanserli 6rneklerin hepsinin ileri evre (Evre 4) tiimor olmasi ve bu
timorlerde nekroza bagli daha ¢ok bakteryel kontaminasyonun olmasi nedeniyle, daha
fazla hasta ile yapilacak caligmalar mevcut caligmayla tutarlt sonuglarin ¢ikmasini

saglayabilir.

Gonzales-Reyes ve ark.’nin® yaptigi calismada 74 meme kanserli hastada TLR-
3, TLR-4, TLR-9 ekspresyon diizeyleri analiz edilmistir. Analiz sonucunda niiks
karsinom Orneklerinde TLR3, TLR4 ve TLR9'un mRNA ekspresyon seviyelerinde
onemli bir artis gostermistir. Timorlli 6rneklerde 6zellikle TLR4 ve 9 yiiksek ekspreyon
gostermigtir. Tiimor hiicresi tarafindan yiiksek TLR3 ekspresyonuna sahip olan veya
mononiikleer inflamatuar hiicreler tarafindan yliksek TLR4 ekspresyonuna sahip olan
tiimorler, yliksek metastaz olasiligi ile 6nemli Slglide iliskiliydi. Bu sonuglarla TLR3,
TLR4 ve TLRO9'un ekspresyon seviyeleri, meme kanserinde tiimor agresifliginin
gostergeleri olarak klinik ilgiye sahiptir. TLR'ler meme kanserinde tedavi hedeflerini

temsil edebilecegi ongoriilmiistiir.

Bizim ¢alismamizda ise TLR-3 ve TLR-4 gen ekspresyon diizeylerin denormal
dokulara oranla tiimor doku 6rneklerinde azaldig: tespit edilmistir. TLR-4 ekspresyon
diizeyleri 50 hastanin 41’inde (%82) azalmisken, 8’inde (%16) artma gostermistir.
Artma gosteren grup incelendiginde, bu gruptaki hastalarm biiyiik bir yilizdesinin
lenfatik invazyon ve boyunda lenf nodu yayilimi gosterdigi dikkat ¢ekmistir. Ama bu
iligki istatiksel olarak anlamli degildir. Bu hasta sayisinin az olmasi ile agiklanabilir.
Larenks kanserlerinde lenfatik invazyon ve lenf nodu tutulumunun kétii prognozla

iligkli oldugu bilinmektedir. Sonug olarak larenks kanserli hastalarda artmis TLR-4
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ekspresyonunun yiiksek rejyonel metastaz ve kotli prognozla iligkili olabilecegi

disiinilmustir.

Szczepanski ve ark.’nin®® 2009’da yaptigi ¢alismada 27 si larenks, 12 si oral
kavite olmak {iizere toplam 39 skuamoz hiicreli karsinomu olan hastalar1 incelemisler.
Bu hastalarin hepsi ileri evre kanserli hasta grubuna dahillerdi (27 hasta T3, 12 hasta
T4). Hastalardan alinan dokular PCR, immunhistokimya, western blot teknikleriyle
analiz edilmistir. Yapilan analiz sonucunda TLR4'in ligand1 olan LPS ile tetiklenmesi,
proliferasyonun indiiklenmesi, NF-nB'nin aktivasyonu, DNA'ya p65 baglanmast ve
proinflamatuar sitokinlerin (IL-6 ve IL-8), VEGF ve GM-CSF artan iiretimi ile birlikte
NK hiicresi aracili sitotoksisiteye karst direncin uyarilmasi ile tiimor biiyiimesinin
arttirlldigr sonucuna vartlmigtir. Bag-boyun skuamoz hiicreli karsinomlarin da LPS'nin
timor hiicresi proliferasyonunu arttirdigi ve ilag aracili apoptoza veya NK-92 hiicre
aracilt lizise karsi tiimor hiicresi direncini indiikledigi gosterilmistir. Bu direng,
nukleusta NF-nB p65 alt birim translokasyonu ile MyDS88 aktivasyonu ve timor
hiicrelerinde IRAK-4 ekspresyonunun up-regiilasyonu ile korelasyon gostermistir.
Boylece, LPS ve diger endojen TLR-4 ligandlari ile tiiméor hiicreleri tizerinde eksprese
edilen TLR4'lin tetiklenmesi, tiimor biiylimesinin tesvik edilmesinde ve tiimoriin in vivo
olarak bagisiklik miidahalelerinden korunmasinda rol oynayabilir. Ancak bunun aksine
Apetoh ve ark. yaptig1 calismada TLR-4 fonksiyonlarinin gelistirilmesinin dendritik
hiicre olgunlagmasini arttirdigini ve boylece tiimor tasiyan konakgr1 i¢in yararli oldugunu
one siirmektedir. Ozellikle, inflamatuar hiicreler iizerindeki TLR4 ekspresyonunun
tiimdr bilyiimesini inhibe ettigi bildirilmistir.%

Huang ve ark. ise tiimdr hiicreleri iizerinde eksprese edilen TLR4'lin, dogal katil
(NK) hiicresinin ve efektor T-hiicresi aktivitesinin tiimor tarafindan indiiklenmis
inhibisyonunun aracilik ettigi bagisiklik kacagi yoluyla kolon kanseri ilerlemesini tesvik
ettigi gostermislerdir.! Sonug olarak TLR aktivasyonu, bir yandan tiimdre karsi
bagisiklik sistemini giliclendiren ve diger yandan tiimor ilerlemesini destekleyen, ¢ift
kenarl1 bir kilig gibi davranir. TLR-4’lin tiimor hiicresi sagkalimi ve tiimor hiicresi
proliferasyonu iizerindeki etkileri tiimor tipine bagli olarak farkli sonuglar ortaya

cikarmistir.>¢7

Ayni calisma sonucunda TLR4 in situ ekspresyon seviyeleri timor farklilagmasi

ile korele bulunmustur. Kot diferansiye tiimorlerin ¢ok az TLR4 ifade ettigi
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goriilmistiir. Aksine, iyi diferansiye ve orta derecede diferansiye tiimorlerde yiiksek
oranda eksprese edildi. Ayrica, TLR4 tetiklemesi giiglii koruyucu ve timdr biiyiimesi-
tesvik edici etkiler gostermistir. Iyi diferansiye bas-boyun skuaméz hiicreli
karsinomunda, tiimor hiicreleri tizerinde TLR4'lin bolca ekspresyonu, 6nemli biyolojik
ve klinik etkilere sahip olabilir. Bu timorler genellikle bakteri ve bakteriyel triinler
icerir. Bu nedenle, iyi diferansiye tiimorlere sahip hastalarda bakteriyel iiriinler
tarafindan tiimorle iliskili TLR4'lin in vivo aktivasyonunun, bol miktarda kronik
enflamasyona yol agmasi, tiimdr biiylimesini tesvik etmesi ve tliimor hiicrelerini

apoptozdan koruyabilmesi muhtemeldir.

Erken evre larenks kanseri olan hastalar genellikle endolarengeal cerrahiye
uygun oldugundan, giinlimiizde bu hastalara agik cerrahi yoOntemler genelde
uygulanmamaktadir. Bizim c¢aligmamizdaki hastalarin %88’inin ileri evre tlimorler
olmast bu durumun bir sonucudur. Calismamizda erken evre tiimorlerin oraninin (%12)
az olmas1 ve hastadan alinan tiimdrlii dokunun heterojenlik gostermesi nedeniyle, TLR-
4 gen ekspresyonu ile histolojik diferansiasyon arasinda bir iliski bulunamamistir.
Alman ornekte inflamatuar hiicre ve tlimor hiicresi oraninin hastadan hastaya farklilik

gosterme ihtimali bu durumun ortaya ¢ikmasina neden olmus olabilir.

TLR-4 gen ekspresyonunun artmis oldugu tiimorlerde lenfatik invazyon ve
rejyonel lenf nodu tutulumunun artmis oldugunu tespit ettik. Bu da artmis TLR-4 gen
ekspresyonunun kronik inflamasyona yol agmasi, tiimor biiylimesini tetiklemesi, anti-
apoptotik etkiyi ortaya ¢ikarmasi ile agiklanabilir. Kemoterapiye kars1 duyarlilik, timor
hiicresi proliferasyonuna bagli oldugundan, in vivo olarak TLR4 ekspresyonunun,
hastalarin onkolojik terapilere yanmiti {izerinde O©nemli bir etkisi olabilecegini
varsayiyoruz. Birlikte ele alindiginda, TLR4'lin fonksiyonel olarak larenks tiimor
hiicreleri tizerinde aktif oldugunu ve TLR4 sinyalizasyonu sonucu timdr davranigini ve
ilag miidahalelerine karsi direncini/duyarliligini degistirdigini, kanser progresyonunda

etkili oldugunu varsayabiliriz.
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6. SONUC

Larenks kanserleri son yillardaki gelismelere ragmen 5 yillik sag kalimi diisen
nadir hastaliklardan birisidir. Son ¢alismalar 6zellikle hiicresel immunitenin rold, timor
mikrogevresi ile ilgili arastirmalara kaymaktadir. Biz de calismamizda oral kavite,
kolon, prostat, meme, cilt, akciger gibi birgok tiimérde kanser progresyonunda rolii
oldugu tespit edilen Toll-like reseptor ailesinden TLR-2, TLR-3, TLR-4 genlerini
larenks skuamdz hiicreli kanseri olan hastalarda inceledik. Larenks kanserlerinde TLR-
2, TLR-3, TLR-4 ekspresyonun normal dokulara gore azaldigim1 bulduk. TLR-4
ekspresyonunun arttig1 vakalarda bunun, rejyonel lenf nodu tutulumunun arttigina ve
kot hastalik prognozuna neden olduguna dair deliller tespit ettik. TLR aktivasyonu, bir
yandan tiimore kars1 bagisiklik sistemini giiglendiren ve diger yandan tiimor ilerlemesini
destekleyen, c¢ift kenarli bir kilig¢ gibi davrandigini diisiiniiyoruz. Bu reseptorlerin
fonksiyonel olarak larenks kanserli hiicrelerde ve inflamatuar infiltratta mevcut
oldugunu, bu fonksiyonun bakteryel kontaminasyon gibi g¢evresel uyaranlara gore
farklilik  gosterebilecigini  diisiinmekteyiz. Gelecekte bu reseptorlere  yonelik
gelistirilecek  ajanlar  ile, tiim6r davranisinin, ilag miidahalelerine  karsi

direncin/duyarliligin, kanser progresyonunun degistirilebilecegine inanmaktayiz.
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