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GIiRiS

Bagisiklik sistemi organizmayi mikroorganizmalardan ve habis tiimorlerm ortaya
¢ikmas1 ve yayimasmdan korumak igin gelismis, yoklugunda yasamin siirdiiriilemeyecedi
bir sistemdir. ideal bir bagsiklk sistemi, organizmaya ait hiicrelerle yabanc1 hiicrelerin

ayrimim yapebilmeli, amacina konakta olusacak en az hasarla varmahdir.

Mahgn tumorleremgeﬁggb,aggﬂdlk_wmm tiimor immiinolojisinin ¢alisma alanmi

olusturur Tiimor hiicrelerinin in wv@e@ yol agtif1 uzun zamandan

beri bilinmektedir. Tiimdr immiinolojisi hakkindaki bilgi gelistik¢e ve organizmanin timor

hiicrelerine yanit1 ve yanitm olusma mekanizmasi anlagildikca, kanser teshis ve tedavisinde

“immiinodiyagnoz” ve “immiinoterapi” gibi kavramlar ortaya ¢iknugtar.

Basg-boyun epidermoid hiicreli kanserlerindeki arastirmalar tiimdrin  molekiler
patogenezi ve immiinobiyolojisi hakkinda {imit verici sonuglar dofurmasmna ragmen,
kanser biyolojisini temel alan immiinoterapi gibi tedaviler rutin olarak klinik kullamma
girmemistir. [mmiinolojik ajanlarla yapilan deneysel Kklinik cahgmalar, bu tedavi

seceneginin gelecekte bu kanserlerin tedavisinde dnemli rol oynayacagim gostermektedir.

Kanserli hastalardaki en Sneml savunma mekanizmasimn hiicresel immiinite oldugu
diigiiniilmektedir. Hiicresel immiinitenin en onemli kism lenfositler tarfindan olugturulur.
Periferik kanda total lenfosit sayisindaki azalmanm kanser nedeniyle tedavi alan hastalarda

baglslkhk sistemine ve bu ha ahdir. Bag-boyun
kanseri olan hastalarm periferik kan lenfositlerinin normal kisilerle kiyaslandig1 birgok
aligma bulunmaktadir. Bu gahgmalardan bazilarmda bag-boyun kanseri olan Kigilerle,

kontrol gruplar1 arasmda to it sayis yoniinden anlamb fark bulunamamugtir.

Bazilarinda ise belli hiicre tiplerinin kanserli hastalarda azaldig) saptanmigtir.
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Bizim calismamizin  amacy, tiimoral immiinitede onemli fonksiyon goéren lenfositlerin

szellikle de T lenfositlerin Jarenks kanserli hastalarm periferik kannda ve intratiiméral
dokularinda dlctimiiniin__yapilmasidr. Bu  sayede larenks epidermoid kanserinin
immunobiyolojisi hakkinda daha fazla bilgi edinilmesi planlanmaktadwr. Diger bir amag da
tiimdre infilire lenfositlerin saptanmasi amaciyla daha Gnce difer sm
kullamlms olan akim sitometri yonteminin _ larenks epidermoid kanserinde ilk keé_
kullanitmasidir. Lenfositlerin yam swra diger tiimor infiltre edici hiicreler ve lenfosit

W slgtimii de yaptlmus ve sonuglar literatiir 11inda
tartisgthougtir,  Hastalarnn tiimore kargt immiin yanitlan degerlendirilmig, M
intratiiméral doku lenfosit degerleri kargilastiriloug ve periferik kan lenfosit diizeyi ve

dagihmmm intratiiméral yanitt ne derece yansittigi ortaya konmaya ¢ahisilmgtir.




GENEL BILGILER

Yabanci etkenlerin invazyonuna karyi oldugu kadar organizmadaki kanser gibi dogal
olmayan degisikliklere karyt da korunmayr saglayan bagigiklik sistemi, XIX. yy’'m
sonlanna dogru anlagilmaya baglannugtir. 1798’de Edward Jenner’in gigek agisim bulmast,
1880°de Pasteur’un attenue mikroorganizmalar kullamlarak agilar hazirlanabilecegini
gostermest ve bu gelismelen Robert Koch, Emile Roux, Alexandre Yersin ve Goodpasture
tarafindan bulunan gegsitli tiplerde agilar izlemesine ragmen viicudun bagisikhk ozelligi tam
olarak anlaglamamusti. Metchnikoff 1884’te organizmanin korunmasinda, dolasan
hiicrelerin roli oldugunu bildirerek ve fagositozu tarif ederek yeni bir dénem baslatt.
Metchnikoff' [6kositlerin infeksiyonlara karst koymada onemli rol oynadifim ve
makrofajlarin - mikroorganizmalan yutarak yok ettigini gosterdi. 1888°de Nuttall
hayvanlarin serumunda bazi koruyucu maddelerin oldugunu ve bunlarm bakterileri
oldirdagini bildirdi. Behring ve Kitasato 1890°da ozellikle difteri ve tetanozda fagositik
hiicrelerin degil, dolasan antikorlarin etkin olduklanm bildirdiler. 1897°de Ehrlich
antikorun plazma hiicresi tarafindan salgilandigiu ve hiicrelerin yiizeyinde bulundugunu
gosterdi. Antijenle antikorun etkilegebilmesi igin anahtarla kilit gibi birbirlerine uygun
olmalan gerektigini acikladi. 1908 yilinda Metchnikoff hiicresel immiinite, Ehrlich ise
humoral imminitedeki ¢aligymalanyla Nobel o6dilli kazandilar. Bu doénemden sonra
¢ahigmalar humoral ve hiicresel immiinite tizerinde yoZunlasti. Wright ve Douglas bu iki
yolun birbiriyle bagimh oldugunu, antikorlarmm hedef mikroorganizmayr makrofaja
tanitarak fagositozunu sagladigim gosterdiler. 1966’da Clamaa, Chaperon ve Triplett T ve
B lenfositlerinin ayn  ozelliklerini belirlediler. Mitchison ve Rajewsky T helper
lenfositlerini, Benacerraf ve McDevitt T supressor lenfositlerini tarif ettiler. Schlossman

ise T hiicre alt gruplarm belirleyen ‘marker’lan gésterdi.



immiin Sistem

insaniarin yasamiarm siirdiirebilmeleri i¢in savagmalan gereken patojen, viicuda
disardan giren bir mikroorganizma veya viicutta geligen bir neoplastik hiicre olabilir.
[mmiin sistem viicut stvilarinda, kanda, dokularda, hiicre yiizeyi veya hiicre i¢inde bulunan

her cins etkene kars1 yanit olusturabilir. immiinite iki tiptir:

1. Dogal immiinite: Dofugtan mevcut olan ve esas olarak monosit, makrofaj ve
graniilositler gibi lenfoid sistemin yardimci hiicreleri tarafindan geligtirilen immiinitedir.
Disardan gelip cesitli ‘kapr’lardan viicuda giren yabanci ve zararh maddelere karst ilk
savunmadir. Viicut yiizeyleri (deri ve mukozalar) ve bunlarm salgtlan (ter, tikrik, gozyas,
idrar, barsak sivisi, brons sekresyonu) bu savunmada birinci derecede Gnemlidir.
Bakteriler, viicut yiizeylerindeki sekresyonlarda bulunan lizozimler ve komplemanlar
tarafindan direkt olarak yikilarak fagositler (makrofajlar, nétrofiller) tarafindan ortadan
kaldirilirlar. Virtislerle infekte hiicreler ise Natural Killer (NK) hiicreler tarafindan direkt
olarak ldiiriiliirler. Interferonlar ve akut faz proteinleri de bu tip reaksiyonlarda rol oynar.
Dogal immiinite antijene spesifik degildir ve hafizada tutulup hatirlanmaz. Yabanci
maddelerle nceden kargilagma, bu tip immiiniteyi giiglendirmez. Dogal immiinite, spesifik

immiin cevabm antijen giren yerlere yénlenmesi sonucu giiclenir ve etkisi artar.

2. Kazamilmy immiinite: Viicuda giren belli bir patojene karsi lenfositler tarafindan
spesifik olarak gelistirilen ve bellek olusturulan yamttr. Bu immiinite sayesinde aym
patojenle ikinci kez karsilagildigmmda bellek hiicreler tarafindan birinci yantta gdre daha
erken ve ¢ok daha giiclii bir immiin yant geligir. Bu tip immiinitenin temel elemanlary; T
lenfositler, B lenfositler, antijen sunan hiicreler ile bu hiicrelerin protein yapismdaki
tirlinleridir (antikorlar, lenfokinler). Kazamlims immiin cevabin 2 tipi vardr:

a. Humoral immiinite: Antijenlere kars: spesifik olarak meydana gelen ve antikorlar
aracih@: ile olugan immiin cevap tipidir. B lenfositleri yabanci antijenlerle karsiasinca
plazma hiicrelerine doniigerek antikorlar1 yaparlar. Bu immiinite; pasif immiinizasyonla,
daha 6nceden immiinize olmanug kigilere serum veya plazma ile nakledilebilir.

b. Hiicresel immiinite: Bu immiinitede rol oynayan ve antijeni spesifik olarak tamiyan

hiicreler T lenfositleridir. Hiicre igi viriislere, baz1 bakterilere ve tiimér hiicrelerine kars:



olugur. Daha 6nce immiinize olmamug kisilere hiicrelerle nakledilebilir.
Immiin Sistemin Yapis:

Immiin sistem, immiin yetenegi olan hiicreler (lenfositler) ile bunlan olgunlagtiran,
barindiran ve/veya immiun cevabin meydana geldigi lenforetikiiler organ ve dokulardan
(timus, kemik iligi, dalak, lenf diigimleri, bazz mukozalar vb) olusan dinamik bir
sistemdir. Normalde kan ve lenf dolagiminda bulunan immiin yetenekli hiicrelerin kan, lenf

ve dokular arasinda devaml: bir degigimi vardir.
Immiin Sistemin Hiicreleri

A. Lenfositler: Bu hiicreler yabanc: antijenleri spesifik olarak taniyabilen ve bunlara kars:
ozel tipte cevaplar verebilen immiin yetenekli “immiinocompetant” hiicrelerdir. Lenfositler
lenf digumlerindeki parakortikal bolgedeki germinal merkezlerin etrafinda, dalakta
periarterioler bolgenin etrafinda bulunurlar. Immiin cevap bu organlarda olugur. Lenfositler
monoklonal antikorlarla belirlenen ve farklifagma kiimeleri (CD) denen yiizey isaretleri ile
birbirinden farki: 3 gruba ayrilirlar: T lenfositleri, B lenfositleri ve Natural Killer “NK”

hiicreleri.

1. T lenfositleri : Kemik ilifinden aynlan kok hiicrelerinin, timusa gé¢ ederek burada
olgunlagmalart ile meydana gelirler (Sekil 1). “T” timusla olan bu iligkiyi belirtir. T
lenfositleri antijeni ancak antijeni sunan hiicre yiizeyinde ve bu hiicrenin major
histokompabilite kompleksi (MHK) molekilii ile birlikte tamyabilir, T lenfositlerinin
viizeyinde antijen reseptorleri ile birgok yardimcr molekill bulunur. T lenfositlerinin

fonksiyonca birbirinden farkh 2 alt grubu vardi: Yardimct “helper” T lenfositleri (T

helper) ve sitotoksik veya sitolitik olarak adlandlrllan_’mfis_iﬂ_exﬂT sitotoksik).

- 3,
@ﬁ; mer)@lhﬁcrelerdin Bu hiicreler B hiicre cevabim
arttirir, CD8+ T lenfositlerinin yonlendirdigi hiicresel immiin cevabi giiglendirirler. Antijen
sunan hiicrelerin yiizeyindeki MHK-sinif II’ye baglanmug peptid antijenleri tamiyabilirler. T
helper lenfositleri bu kompleksle kargilagtiktan sonra aktive olup goZalmaya baglar.

Antijen uyans: ile aktive olmus T helper hiicreleri lenfokin denen protein yapisindaki
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hormonlar salgilar. Bunlar bagta T lenfositler olmak iizere B lenfositlerin ve makrofajlann

¢ogalma ve farklhilasmasim hizlandirir,

Baskilayict T lenfositleri (T sitotoksik) CD8+ hiicrelerdir ve antijen spesifik
sitotoksisiteden sorumludurlar. Viriisle infekte hiicreleri veya transplantasyonla gelen
allojenik hicreleri olduriirler. T sitotoksik hiicreleri antijen sunan hiicrelerin yiizeyindeki
pargalart MHK-smif T antijenleri ile birlikte tamr. Bu hucreler de IL-2, y-interferon gibi

¢esitli lenfokinler yaparlar. Bu hiicreler aynca immiin cevab: da baskilayabilirier.

T lenfositlerin bu iki alt grubundan baska minér alt gruplan da vardir. Bu hiicrelerin
fonksiyonlar tam olarak belli degildir.

2. B lenfositleri: Antikor akfivitesi gosteren imminoglobulinleri yaparlar. Kemik
iligindeki “pluripotent” kok hiicrelerinden olugurfar. Kuslarda kok hicrelerinden bir
boliimii Fabricus bursasmda B lenfosit 6zelligini kazamr ki insanda bu bursanmn esdegeri
kesin olarak belli degildir ve insanda kemik ifiginde olustuklart kabul edilmektedir. B
lenfositleri kok hiicrelerinden hiicre bolinmesi ile birkag giinde bir ayrifarak olgunlagma
zincirini tamamlarlar ve boylece devamli olarak yenilenirler. Bu yenilenme ve olgunlasma

hayat boyu siirer.

3. Natural Killer Hiicreler (NK): Bu hiicreler yiizeylerinde T ve B lenfosit isareti
tagimayan hucrelerdir. Belli bir antijenik uyarn olmadan viriisle infekte hiicrelerle bazi
timor hicrelerini Slduririer. Bunlarin fonksiyonlan non-spesifiktir yani antijene ozgii
degildir ancak hedefi ¢ldiirmede sitotoksik T lenfositlerine benzer etki mekanizmalar

sahip olduklan samlmaktadir.

B. Yardime: Hiiereler: Temel fonksiyonu fagositoz olan, immiin sistemin ikinci onemli

hiicre toplulugudur. Bunlara Retikiiloendotelyal sistem de denir.

1. Mononiikleer Fagositler: Ortak bir kemik iligi 6n hiicresinden olugurlar. Dolagima
giren monositler farklilagmas: tamamlanmamus hicrelerdir. Daha ileri farkhilagmalart
tagindiklari dokularda olur. Dokulara ulagan monositler olgunlagir ve makrofaj adim alir.
Makrofajlar gesitli uyaranlarla aktive olup farkl hiicrelere doniigiir (epiteloid hiicreler, ok

gekirdekli dev hucreler). Makrofajlar biitiin organ ve bag dokulaninda bulunup degigik
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isimler ahrlar. Temel fonksiyonlar; mikroplar ve antijenler gibi makromolekiilleri fagosite

etmek, (Ozellikle notrofiller gibi iltihap hiicrelerini toplayan) sitokinler salmak ve
antijenleri (antijene spesifik T helper hiicrelerinin tamyabilecegi sekilde, yani MHK-siuf
Il antijenleriyle birlikte) T lenfositlerine sunmaktir, Bu fonksiyonu yapan makrofajlara

antijen sunan hiicre denir.

2. Graniilositler: Bunlara iltihap hiicreleri denir. Ciinké bunlarm iltihap olusumunda
ve dogal immuinitede onemli rolleri vardir. Periferik kanda 3 tip graniilosit vardir;
kemotaktik uyaranlara tuzla cevap veren ve akut iltihapta yogun olarak bulunan humoral
immiinitenin etkin hiicreleri Notrofiller, ozellikle allerjik reaksiyonlarda gorev yapan

Eosinofiller ve erken agir1 duyarhigin aract hiicreleri olan Basofillerdir.

Sekil 1: Hematolenfopoez

DIFFERENTIATED
LINERGE

I Menacyte

mn&iar ﬁﬂ‘iﬁ.



Immiin Sistem Hiicrelerinin Uriinleri

A. Immunoglobulinler: B lenfositlerinin yaptign, antikor aktivitesi olan proteinlerdir.
Antijenle spesifik baglanarak humoral immiin cevab: olustururlar. Bunlarin aynica antijene
bagli olmayan gesitli sekonder aktiviteleri (kompleman baglama, fagositozu kolaylastirma)
de vardir. Yani ¢ift fonksiyonlu molekiillerdir. IgG, IgM, IgA, IgD ve IgE olmak iizere 5
tiptirler.

B. Sitokinler: Dogal ve spesifik immiinitenin protein mediatorlerine sitokin denir. Dogal
immiinitenin effekt6r sitokinleri mononiikleer fagositler tarafindan yapilir ve monokinler
olarak adlandimlir. Spesifik immiinitede gorev yapan birgok sitokin de aktive olmus T
lenfositlerinin Griinii olan lenfokinlerdir. Aym sitokin birgok farkli hiicre tipi tarafindan
yapilabilecegi gibi, birgok farkli hiicre tipine de etki edebilir ve birbirlerini de
etkileyebilirler. Genel olarak sitokinler iltihabi veya antijenik uyariara cevap olarak
yapilir. Lokal olarak hiicreye veya hedef hiicrelerdeki reseptorlere baglanarak otokrin veya
parakrin tipte etki gosterirler. Sitokinler arasinda; interlokinler (IL), interferonlar (IF),
timor nekrozu yapan faktér (TNF), koleni stimiile edici faktor (CSF) ve transforming
growth factor-B (TGF-B) sayilabilir. Sitokinler dogal ve spesifik immiinite arasinda bag
kurarlar, lenfositlerin biiyiime farkhlagmasim etkileyerek immiin cevabin ozelliklerini
belirlerler ve az sayidaki lenfositin bircok etkili mekanizmay: aktive etmesini saglayarak
giglendirici etkiler gosterirler. Sitokinlerin fazla yapiimas: doku hasan hatta oliime yol

acar.

Tiimdr Immiinolojisi

Viicudun hemen her tiirli dokusunda ortaya ¢ikabilen malign timérler gok basamakll
bir siirecte degisik karsinojen faktorlerin (kimyasal, fiziksel, viral) etkisiyle uzun bir siirede
geligirler. Malign tiimorlerin; tek bir hiicreden gelisebilme, kontrolsiiz gogalabilme,
invazyon ve metastaz yapabilme gibi ortak ozellikleri vardir, Membran antijenik yapilan

da aym dokunun normal hiicrelerinden farkhdr.

Vicudun tiimor hiicrelerine karg: olugturdugu yamt ilk olarak Macfarlane Burnet ve

Lewis Thomas tarafindan tanimlandi. Bu arastirmacilar spontan olarak ortaya cikan ve

malign degisime uframig hiicrelerin daha tiimor haline doniigemeden immiin_sistem
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tarafindan tammp yok edilebilecegini, hatta tiimor gelistiginde bile anti-timor yamtm

koruyucu olabilecegini ileri sirdiiler. Bu hipoteze “Immiin Gozetim” olarak Tirkge've
gevrilebilecek olan “Immune Surveillance” adt verildi. Bu kavrama gore malign hicre ve
timorlere kargt immiin yamt olusabilmesi igin bu hiicrelerin konak tarafindan yabanci
olarak tanmabilecek yani imminojenik olan ve normal hiicrelerden ayirdedilmesine
yarayan “Tumor Antijenleri” tagimas: gerekir. Bu hipoteze gore in}mun sistem anormal

hiicreler1 saptayacak sekilde organizmayi devamli gozetim altmda bulundurur. Bu
nedenden dolayr tiimére olan immiin cevabin erken safhada olustugu ve timorlerin

cogunun klinik olarak ortaya ¢ikmadan once ortadan kaldinldigi varsayihr. Aym zamanda

immun sistemin timor biiyiimesini geciktirdigi ve baz: tiimorleri de ortadan kaldirdigx 6ne
b

stiralmigtir.

Bu hipotezi destekleyen kamtlar arasinda;, gogu tiimorde lenfoid infiltrasyon olmas: ve

tlimérlenn bazi cesitlerinde bunun iyi prognoz isareti olmasi, bazen tiimoérlerin spontan

olarak regresyona ugramasi, timor gelisim siklifimin immiin sistem fonksiyonlannmn en
zayif oldugu neonatgl ve yaghlik! doneminde en yiksek olmas m olan

kigilerde timor gelisiminin sik olmas: ve yapilan otopsilerde klinik olarak tesbit edilen

malignitelere oranla daha fazla malign tiimore rastlanmast sayilabilir (1).

Hayvan cahgmalarindan elde edilen bilgiler immiin gdzetimin timérlerden daha gok
virisler Gzerinde etkili oldugunu ortaya koymustur. Anti-lenfositik serumla immiin
supresyona ugratilmig olan farelerde tiimér sikhiinda bir artisa rastlanmamistir. Ancak bu
hayvanlann bir kismnda, normal hayvanlarda nadiren tiimor olusumuna neden olan bazi
virislerle timér gelisimi oldugu saptanmigtir. Bu bulgu timérlere karst immiin yamt
geligmedigini diigindirmemeli, timéorlere karsi gelisen immiin yanitin goreceli olarak geg
ve yetersiz olabilecegini akla getirmelidir (2).

EEII_}(?!‘ hiicrelerinin  kontrol altma alnmasinda en onemli basamak T lenfosit
basamagldlr T lenfositler hem timér hiicrelerini ‘@W hem de digerm
eJMT lenfositlerin tiimorlere kargi cevabinda T lenfosnt alt gruplan
kendl gorevlerini yerine getiritler. T helper lenfositler lenfokinler salip tiimore kargt

G s
cevapta rol oynayacak diger hiicreleri aktive eder ve inflamatuar yamti uyanr. T sitotoksik

lenfositler de bir miktar lenfokin salarlar ama asil gorevieri tiimor hiicrelerini oldirmelktir




16
(2). Tumor hicrelerinin ¢ogu T helper lenfositlerinin hiicreyi tamyabilmesi i¢in gerekli

olan MHK simf II molekilleri tagtimaz. Bu nedenle antijen sunan hiicrelerin  timor
antijenlerini T helper lenfositlere sunmasi gereklidir. Daha sonra T helper lenfositler
lenfokin salip, T sitotoksik lenfositleri, makrofajlari, NK hiicrelerini ve B lenfositlerini
aktive ederler. T sitotoksik lenfositler ise tiimor hiicrelerini MHK smif 1 molekiilleriyle
iligkili olarak dogrudan tamyip hilcre membran ve ¢ekirdek bitiinliiklerini bozarak
oldiiriirler. Yeterli ve etkin T sitotoksik lenfosit aktivasyonu ve proliferasyonu igin gerekli

faktorleri saglayacak T helper lenfosit katkis1 gereklidir.

T sitotoksik lenfositlerin olusturdugu lizis antijen spesifiktir ve hiicreyle temas:
gerektirir. T sitotoksik lenfositler membrana bagh sitoplazmik graniiller igerirler. Bu
graniillerin i¢inde perforin denen hiicre membranlarinda delik agici bir protein, granzim adi

verien proteazlar, protein toksinler ve proteoglikanlar gibi maddeler vardir.

Timoér hiicresmin oliiminin, her biri hedef hiicrenin yokedilmesini saglayan iki

mekanizmayla gerceklestigi disinilmektedir (2).

1. T sitotoksik lenfosit hedef hiicreyle temas sirasinda sitoplazmik graniil igerikierini
eksositozla hiicre digina bosaltir. Perforin, sitolizin ya da pore-performing protein denen
delik olugturucu protein hedef hiicrenin membraminda membran atak kompleks gibi
kanallar agar. Bu kanallardan yeterli sayida olugmugsa hedef hiicrede ozmotik sisme ve

lizis geligir. Bu olay kalsiyum bagmbidir.

2. T sitotoksik lenfositler tarafindan salgilanan ve lenfotoksin ya da benzeri bir madde
oldugu disinillen bir madde hedef hiicrede DNA pargalanmasma yol agar. Niikleer
DNA’dan sonra hedef hiicre cekirdegi de parcalanir. Bu mekanizmada hedef hiicrede

ozmotik sigme olmaz.

Tumor infiltre eden lenfositlerin (TIL), tiimorleri lizise ugratabildikleri bildirilmigtir
(1). Ancak pheriferik kan ya da tiimorlerden elde edilen T sitotoksik lenfositlerin spesifitesi
¢ok iyi ortaya konamamugtir. Timorlerde yapilan histolojik galismalar ¢ogunda belirgin
sekilde inflamatuar hiicre infiltrasyonu olduunu gostermigtir (1). Bu infiltrasyonda
genellikle lenfosit ve makrofaj hakimiyeti mevcuttur ancak dendritik hiicreler, graniilositler

ve mast hiicreleri de tiimorlerde saptanmuglardir. Lenfoid hiicrelerin bazi subtipleriyle
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kanser hastalannin prognozu arasinda baglanti kurulan c¢aligmalar olmasima ragmen

bunlarin sayis1 fazla degildir. Bu, timdrlii dokuya infiltre olmug olan hiicrelerden sadece

kiigiik bir kismunin inceleniyor olabilmesine bagh olabilir.

Timore karst geligen immin yamtta B lenfositler, tiimor kontroliinde rolii olabilecek
Ig’lerin yapumimi saglayarak ve antijen sunan hiicre roliinéi gorerek rol alirlar. Timorli
insanlarin serumlannda timor antijenleri i¢in spesifik bazi antikorlar saptanabilmektedir.
Bu immiin cevabi uyaran antijenler muhtemelen normal dokular Uzerinde
bulunmadiklarindan tolerans olusturmamg proteinierdir. Bu antikorlarin timér geligimi ve

biiyiimesindeki inhibit6r etkilerine ait kesin bulgular yoktur.
In vitro antikor aracili timér hiicre lizisi yapabilen 2 ana mekanizma tamimlanmugtir:

1.Kompleman bagmmh lizis: Kompleman baglayabilen antikorlar tiimér hilcresinin
membramna baglanarak kompleman sistemini aktive eder ve hiicre membrammnda delikler
acilmasina yol acar. Boylece timér hilcresinin ozmotik ve biyokimyasal bitinligi

bozularak lizise ugrar.

2. Antikora bagmmh hiicresel sitotoksisite (ABHS): IgG smifindan antikorlar Fab
kasunlariyla hedef tHimér hiicresindeki spesifik antijenlerine, Fc pargalaniyla da Fe
reseptOri tagiyan effektdr hiicrelere baglanarak iki hiicre arasinda kopri olustururlar,
Effektor hiicre NK, makrofaj ya da granilosit olabilir. Yapilan in vitro ve in vivo
galigmalar bu yolun kompleman araciligiyla olan sitotoksisiteye gére daha etkin bir yol
oldugunu diigiindarmektedir. Tamor hiicresim Sldiirmek igin gerekli kompleman sayisinin
ABHS’de kompleman bagimh lizise gore daha az oldugu gosterilmistir. Antikor bagimh

mekanizmalarn in vivo tiimér hilcre olimiindeki rolii kesin olarak bilinmemektedir.

Natural Killer hticrelerinin de tlimér immiinitesindeki rolleri kesin olarak belli degildir.
Bu hiicrelerin MHK molekillerinden bagimsiz olarak iglev gordiikleri ve hedef hiicre
olimuni T sitotoksik lenfositlere benzer mekanizmalarla olugturduklan samilmaktadir (3).
Bu hiicrelerin sitotoksik aktiviteleri in vitro ve in vivo IL-2 ve Interferon-y (IFNy)
eklenmesi ile arttnlabili. Bu da NK aktivitesinin aktif T lenfosit cevaplariyla
kuvvetlendirilebilecegini akla getirir. NK  aktivitesinin kuvvetlendirildigi durumlarda

timdér metastazlarmin azaldigi gosterilmigtir (3). NK hiicreler hem primer hem de
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metastatik tiimér bolgesinde transforme olmug hiicreye kargt ilk ve nonspesifik konak

korunma sistemini olugturmakta, hem de aktif T lenfosit Griinierinin etkisiyle spesifik anti-
tiimor yamta da katimaktadir, NK hiicreleri, IgG igin diigik afiniteli Fc reseptorleri de
(CD16) tagdi@indan antikorla kaplanmig hedef hiicrelerinde ABHS cevabinda da rol

alabilir,

Lenfokinle aktive olmug oldirici hiicreler (LAK) NK hiicrelerine benzer ama baz
dzellikleri farklider. Timorli insanlarm periferik kan lenfositleri ya da tiimori infiltre eden
lenfositleri in vitro vyiksek doz IL-2 ile muamele edildiginde ortaya g¢ikan LAK
hiicrelerinin etki spektrumlan NK hiicrelerinden ¢ok daha genistir (2).

Makrofajlar tiimor immiinolojisinde hem antijen sunan hiicre olarak imuniin yamti
baglatirlar hem de tiimor hiicrelerinin ortadan kaldimlmasinda potansiyel efektdr hiicre
olarak gorev yaparlar. Makrofajlar ancak aktive edici faktorlerin etkisiyle sitolitik hale
gecerler. Aktif makrofajlar in vitro tiimér hiicrelerini 6ldiriirken normal hiicrelere bir gey
yapmaz. Makrofaj aktive eden faktorler spesifik antijen uyarmm takiben aktif T
lenfositler tarafindan salindigi i¢in makrofajlann tiimér imminitesindeki efektdr hiicre
fonksiyonlari T lenfosit immiinitesine bagimlidir. T lenfosit lenfokinlerinden IFN vy, TNF

B ve granillosit-makrofaj uyarici faktori baglica makrofaj aktive edici faktorlerdir.

Makrofajlar yizeylerinde Fc reseptorii tagidiklan igin anikorla kaph tiimér hiicrelerinde
ABHS cevabi olugturabilirler. Hedef hiicre 6ldiriilmesinde kullandiklart mekanizmalardan
bazilan infeksiyéz organizmalan oldirmekte kulandiklanyla aymdir (lizozomal enzimler,
reaktif oksijen radikalleri vb). Aktif makrofajlardan salinan TNF o, makrofajlara bagh
tiimor oliimiinde onemli rol oynamaktadir. Bu madde tiimér hiicresini 6ldiirmesine ragmen
normal hiicreye zarar vermez. In vitro TNF o ile oldirilmeye direncli olan timorlerin
makofajlarca da oldorilmeye direncli oldugu gosterilmistir (2). TNF tiimorii en az 2 farkh

mekanizmayla 6ldiirtr (2):

1. TNF’iin hiicre yiizeyindeki yiiksek afiniteli TNF reseptorlerine baglanmasi timér
hiicreleri icin dogrudan sitotoksiktir. Bu toksisite serbest radikal olusumu ile iliskili
olabilir. Normal hiicreler TNF’e karg1 serbest radikalleri inaktive eden siiperoksit dismutaz
sentezleyerek cevap verirler. Tamor hiicrelerinin gogu ise TNF’ye maruz kaldigmda bu

enzimi yapamaz.
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2. TNF reseptoril tagmnayan bazi fare timor hiicrelerinin bile TNF ile éldirilebildigi

gosterilmigtir.  TNF’Gn  secici olarak vaskiilarize tGmorieri Oldirdugi ve avaskiler
timorlerde cok daha az etkili oldugu gozlenmistirr TNF'Gn timdr damarlarmda
Schwartzman reaksiyonuna benzer bir reaksiyon olugturarak damar trombozuna ve

dolayisiyla timdriin iskemik nekrozuna yol a¢tig1 dastintilmektedir.
LARENKS EPIDERMOID KANSERI

Larenksin epidermoid kanseri tiim kanserlerin %2-5’ini kapsar. En sik kargilasilan
bas-boyun timori larenks kanseridir. Larenks kanserinin tim kanserlere oram yapilan bir
caligmada tim kanserler i¢in erkeklerde 1:54, kadinlarda 1:775 olarak bulunmustur (4).
Kadmlardaki sigara kullanimundaki artiga bagli olarak erkeklerle kadmnlar arasmdaki bu
fark giderek azalmaktadir (4). Tiim diinyada erkekler arasinda en sik goriildiigia yas grubu
- 55-65’tir. En 6nemli etyolojik faktdr olan sigara kullammnin azalmakta oldugu geligmig
ﬁlkelérde larenks kanser siklifmnda son willarda belirgin bir degisiklik olmamstir (5).
Turkiye’de larenks kanseri epidemiyolojistyle ilgili giivenilir ve genig ¢aph bir aragtirma
bulunmamaktadir. Geng niifusun énemli bir oranmnin sigara kullandig iilkemizde larenks
kanserinin gorilme sikhfinda, geligmis ulkelerin aksine artiy beklenmesi olagandir.
Alkolle sigaranin birlikte kullamm 6zellikle supraglottik kanser gelisiminde sinerjistik etki
yapar. Asbest ile ugraganlar, nikel mademt g¢ahisanlan, cificiler ve makinistler larenks
kanseri yoniinden biraz daha fazla risk tagimaktadirlar. Radyasyon da larenkste epidermoid
kansere ve sarkomlara neden olabilir. Larenks kanserinin primer tedavisi birlikte veya tek

bagina uygulanan radyoterapi ve cerrahidir.

Kiinik Anatomi: Larenks; klasik olarak supraglottik, glottik ve subglottik olmak iizere 3
anatomik bolgeye aynhr, Klinik olarak bunlarin yam sira bir de transglottik bolge terimi
kullanlir.

a. Supraglottik Bolge: Epiglotun u¢ ve serbest kenarlarindan baglayip asagida larengeal
ventrikiille kadar uzamr. Bu bélgeye; epiglotun larengeal vyiizii, band ventrikiiller,

aryepiglottik plikalar ve larengeal ventrikiiller dahildir.

b. Glottik Bélge: Supraglottik bolgeden ventrikille aynlir. Ventrikiildeki respiratuar

mukoza ile vokal kordlardaki yassi epitelin birlesim yerini klinik olarak kestirmek zor
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olacag: igin ventrikiillerin lateral kosesi smir olarak kabul edilir. Glottik bolge her iki vokal

kordu, anterior ve posterior komissiirii kapsar.

¢. Subglottik Bilge: Yukarda vokal kordlardan agagida krikoid kartilajm alt kenarma
kadar uzanir. Genellikle yassi epitelin bitis yeri olan vokal kord serbest kenarmdan 0.5 cm

asafist tist suur olarak kabul edilir. !

d.Transglottik Bolge: Normal olarak anatomik bir bolge olarak kabul edilmemesine
karsin buradaki tiimorin larengeal kartilaji invaze etmesi ihtimalinin yiiksek olmasindan
dolayr genellikle ayr: bolge olarak simflandinilir. Sinirlaria anterolateralde tiroid kartilaj
ala’st, inferomedialde conus elasticus, superomedialde quadrangiler membran ve

posteriorda da piriform siniis mukozasi olusturur.

Evreleme

Evrelemede American Joint Committee on Cancer (AJCC)’in 1992 tarihli siniflamasi
kullanild: (5).

-

Supraglottik, glottik ve subglottik tiimorierin TNM smuflamasinda N ve M kategorileri

aymt olmasina ragmen T kategorisi farklihik gosterir.
T (Tiimér) N\

Tx: Evrelendirilemiyor
TO: Primer tiimér yok

Tis: Karsinoma in situ
Supraglottik Tiimorler

Ti: Bir bolgeye (bant ventrikil, aritenoid, epiglot) smrh, normal mobilite.
T2: Komgu supragiottik bolge veya boélgeleri ya da glottis tutulmus. Mobilite normal.
T3: Fiksasyon yapmus ya da post-cricoid, siniis piriformis medial duvan, preepiglottik
bosluga yayilan tiimor.

T4: Kartilaj invazyonu veya larenks digina yayilim.



Glottik Tiimdrler

T1: Vokal kordda (VK) sumrh (anterior ve posterior tutulim da dahil)
Tla: Tek VK tutulmug

T1b: Her iki VK tutulmusg
T2: Supraglottik veya subglottik yayilim. VK mobilitesi bozulmug olabilir.
T3: Larenks igine sinirh, VK fiksasyonu yapms.
T4: Kartilaj invazyonu veya larenks digina yayilim.

Subglottik Tiimérler

T1: Subglottik bolgede siurh.
T2: VK’a yayilim, mobilite bozulmus olabilir.
T3: Larenks iginde sinirli, VK fiksasyonu mevcut.

T4: Kartilaj invazyonu veya larenks digina yayilhim.
N (Nod)

NO: Klinik olarak lenf nodu yok.

N1: Tek, 3cm’den kiigtik ipsilateral nod.

N2: 6cm’den kiigiik nod.
N2a: Tek ipsilateral 3-6 cm arasinda
N2b: Birden fazla ipsilateral 6 cm’den kiigiik
NZc: Bilateral veya kontralateral 6 cm’den kiigiik

M (Metastaz)

MO: Uzak metastaz yok

M1: Uzak metastaz var.
Stage

Stage 1. TINOMO

Stage 2: T2ZNOMO

Stage 3: T3NOMO, T1-2-3N1M0O

Stage 4: TANOMO, T1-2-3-4N2-3M0, T1-2-3-4N1-2-3M1
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Akmm Sitometrisi

Akim sitometrisi'nin (Flow cytometry, FCM)‘ temel 6zelligi, hiicrelerin biiyiikliigine,

viskozitesine  ve graniilaritesine bagl olarak tek hiicre diizeyinde aragtrma olanag:

saglayan bir yontem olmasidir. Bu yontem hiicrelerin fiziksel ve biyolojik ozelliklerinin

kantitatif olgtimiiniin huzl ve objektif olarak yapiimasma olanak saglar (6).

Akim sitometrisinin temeli, Coulterin 1949 yilinda buldugu hiicre sayicist ve volim
analizatériine dayamr. Once florokrom boyalarla isaretlenen omeklerden bir hiicre
suspansiyonu  hazirlanr.  Hidrodinamik odaklama denilen bir iglemle bir hiicre
suspansiyonu “sheath fluid” adi verilen hizli hareket eden bir sivi igine injekte edilir. Bu
siv1 tipik olarak injekte edilen hiicrelerden 10000 kez daha hizli hareket eder. Daha hizh
hareket eden bu sheath fluid sayesinde hiicreler tek sira haline gecip “flow chamber’a
ulagirlar. Burada lazer igif1 ile uyanlarak gorinir hale gelirler. Lazer kaynaf olarak
genellikle Argon iyonu kullanilir. Hiicreye bagh fotokromun lazer igmlart ile aktiflesmesi,
151810 younluguna bagh olarak, hiicrenin boyutu, i¢ yapisy, yizey morfolojisi ve
hiicrelerin canhlii hakkmnda bilgi verir. Boyann floresan emisyonu hassas fotodiodlarda
toplamr ve “Photomultiply Tubes” ismi verilen 6zel sistemle aktarilir. Boylece birkag
dakika iginde 10.000-1.000.000 hiicrenin herbirinin 6zellikleri teker teker belirlenebilir.

Akim  sitometrisinin kullanim alanlari arasmda; heterojen hiicre popilasyonlarinin

tanimianmast, tek hiicre sevivesinde analiz, hiicre biiyiikligii ve granitlarite tayini, hiicre
il ve yiizey antijenlerinin saptanmas:, total DNA iceriginin ve/veya kromozomlardaki

DNA igeriginin_saptanmasi, total hiicre protein tayini ve enzim aktivitesi ve lokalizasyonu
hakkinda bilgi sahibi olunmasi vardir (6).




MATERYAL VE METOD

Bu tez ¢abgmas: Trabzon Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Kulak Burun
Bogaz Hastaliklari Anabilim Dali’nda, Histoloji Anabilim Dali ve Patoloji Anabilim
Dallar’min katkilartyla  gergeklestirildi. 2001 Mayis-Aralik tarihleri arasinda KTU Tip
Fakiiltesi KBB poliklinifine bagvurarak larenks kanseri tams: alan ve cerrahi tedavi
uygulanan 30 hasta cahgmaya dahil edildi. Bu olgularin se¢imi ve galisma metodlari

sOyleydi.

Hastalar: Caligmaya 30 adet larenks kanserli hasta ve 30 adet de kontrol grubu gorevi
gorecek goniilli katddi. Hastalann 1°1 kadin 29°u erkekti. Yasg dagilimi 41-68 arasindayd
(58.17+5.8). Caligmaya alinan hastalar daha Once larenks kanseri tams1 almamuslard:.
Hepsi 2001 Mays-Aralik tarhleri arasinda Karadeniz Teknik Universitesi Kulak Burun
Bogaz poliklinigine bagvurmus ve ghnan biyopsileri sonuglan larenks epidermoid kanseri
olarak rapor edilmigti. Yapilan tetkiklerde hicbirinde metastatik hastaliga ait bulgu
bulunamadi. Higbir hasta immin sistemi etkileyecek ilag tedavisi almamisti. Hastalann
hepsine KTU Tip Fakiiltesi Kulak Burun Bogaz Anabilim Dalinda cerrahi tedavi
uygulandt. Tiim hastalara operasyon 6ncesi KBB muayenesi yapildi. Hastalardan alinan
imzalanmug bilgilendirilmis onam belgesiyle operasyondan 1 giin énce vendz kanlanndan
kan 6rnekleri alindi. Kontrol grubu olarak yas ortalamasi 55.65+6.8 olan saglikli bir grup
se¢ildi. Kontrol grubunda 2 kadin ve 28 erkek bulunuyordu. Hastalarm yas, cinsiyet,
lezyon yeri, hastaliklanmn TNM simflandirmasina gore durumu  ve uygulanan cerrahi

tedavinin niteligi Tablo 1’de gosterildi.
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Tablo 1: Hastalarmn Genel Ozellikleri

Hasta Yas Cinsiyet Lezyonun Yeri TNM Stage
1 41 E Supraglottik T4NOMO 4
2 64 E Glottik TIBNOMO | —+ L,
3 52 E Glottik T1aNOMO | 4+
4 62 E Glottik T3NOMO 5 3
5 60 E Glottik T1aNOMO { _1 »
6 51 E Glottik T2NOMO ¢ 2
7 53 E Glottik T1aNOMO | 1
8 59 E Glottik T3N3MO 1 4
9 55 E Glottik T2N2aMO ¢ 4
10 53 3 Supraglottk ~ TIN2aMO  _4
11 63 E Supraglottik T3NOMO 3
12 57 E Supraglottik T4NOMO 4
13 59 E Transglottik TANOMO 4
14 66 E Glottik TlaNoMO 1 1 2
15 59 E Glottik T1aNOMO 1 -~ @
16 61 E Transglottik T3NOMO 3
17 68 K Glottik T3IN3MO § 4
18 63 E Glottik T3NIMO 3 3
19 60 E Transglottik T3NIMO 3
20 55 E Supraglottik T4NOMO 4
21 66 E Supraglottik TIN2aM0  -4-b
22 57 E Glottik TINOMO 2 3
23 65 E Glottik T1aNOMO \ o
24 59 E Transglottik T3N2aMO0 4
25 55 E Supraglottik T3NOMO 3
26 51 E Glottik TlaNOMO | —t 77
27 62 E Glottik T1aNOMO | 12
28 62 E Glottik T2N2aM0 2 4
29 54 E Glottik T2NOMO T 2
30 53 E Glottik TiaNOMO | - ©
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Hastalarin evrelendirilmesinde American Joint Committee for Cancer’in (AJCC) TNM

evrelemesi kullanild:.

Kan Orneklerinin Almmas:: Hastalardan operasyondan 1 giin nce iki adet 2cclik vendz
kan steril ve ethylenediamine tetra-asetik asid (EDTA) igeren tiiplere alindi. Bu EDTA’ls
ornekler; tam kan saymm, periferik kanda @i, £]21_4+, EES—F, “(2% o+, CDI16+56+,
CD45+ ve HLA-DR+ lenfositlerin  dlgiimiinde  kullanildi. Yapilan testlerdeki
il —_

gﬁvenilirligin kontrolii igin olugturulan saghkl kontrol grubundan da 6mekler aym sekilde

alimip hasta grubuna uygulanan tiim kan testleri uygulanda.

Total Lenfosit sayisimin hesaplanmasi: Total lenfosit sayist hemogramdaki total beyaz
kiire sayist ve lenfosit yiizdesinden yararlanarak olgiildi. Toplam T lenfosit sayisi, total
lenfosit sayistmn CD3 yiizdesi ile ¢arpim ile hesapland:.

1. EDTA’l tiiplere toplanmis olan tam kana standart Ficoll-Hypaque gradient seperasyon
teknigi uygulanarak mononikleer hiicreler izole edildi. Ficoll ve kontamine edici serum
komponentleri, hiicrelerin iki kez 10mM PBS (Dulbecco PBS) yikamp tekrar 10mM PBS
iginde suspanse edilmesiyle temizlendi. Sonugta olusan hiicre konsantrasyonunun 10mM
PBS’de 4x10° hiicre/ml olmast sagland.

2. 12x75mm lik tapteki yikanmig 25 ul’lik hiicre stispansiyonuna biotinlenmis sitokin
reagentten toplam reaksiyon hacmi 35 uL olacak gekilde 10 pL eklendi.

3. Hicreler 2-8° C’de 60 dakika inkiibe edildi.
4. Tape 10 ul avidin-FITC reagent eklendi.
5. Kangim 2-8° C’de tekrar inkiibe edildi.(karanlikta)

6. Hucreler 2mllik 1XRDF tampon solisyonunda iki kez yikanip reaksiyona girmemis
avidin-floresandan temizlendi. Akim sitometri analizi i¢in hiicreler 0.2 mllik1XRDF1
tampon solisyenunda suspanse edilip akim sitometrik analiz i¢in hazir hale getirildi.
IXRDF1 tampon soliisyonunun hazirlanmas igin kit ile birlikte verilmis konsantre RDF1
tampon soliisyonunun (10X) her 1 mlsine 9ml steril distile su eklendi. Hazirlanan

soliisyon +4° C’de saklandi.
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CD Tayini: Periferik kan Orneklerinin akim sitometrik olarak degerlendirilmesi igin

EDTA’] tiiplere 2 cc vendz kan 6rmegi alindi. Karigum saglanarak pihtilagsma onlendi. 20
ul monoklonal antikor konulup isaretlemelerin yapildig: tiiplerin iizerine kan drmeginden
100°er pl ilave edildi. '

Monoklonal antikorlar CD4 FITC / CD8 PE, CD3 FITC / CD19 PE, CD45 FITC,
CD16+56 PE, HLA-DR PE olarak ¢aligildi (Tablo 2). 20 dakikalik inkiibasyondan sonra
tipler Coulter Multi Q prep. Cihazindan gegirilerek otomatize olarak Immunprep A, B, C
soliisyonlan ile muamele edildi. Eritrositler lizise ugratildi ve 15 dakikabik inkiibasyon
sonrasi hazir hale getirildi. Tupler akim sitometri cihazindan gegirilerek yaklasik 5000
hiicre saymm yapildi. Monoklonal antikor olarak secilen CD3, CD4, CD8, CD19, CD45,
CD16+56 ve HLA-DR pozitiflikleri % olarak saptandi.

Tablo-2: Cahsilan parametreler ve ozellikleri

CDh Antikor ozelli3i gosterilen hiicre

Anti-CD3 Pan T lenfosit markeri

Anti-CD4 T helper

Anti-CD8 T sitotoksik

Anti-CD19 Pan B lenfosit antijeni

Anti-CD16+56 NK hiicreleri

Anti-CD45 (I.eukocyte common antigen) Tum l6kositlerde bulunur.

Tiimére Infiltre Lenfositlerin (TIL) Saptanmas: I¢in Dokunun Hazirlanmasi: Hiicre
yizey reseptorleri galigilacak oldugundan taze doku érnekleri kullamidi. Onceden biyopsi
ile epidermoid hiicreli larenks kanseri tamsi konmus hastalarm operasyonu esnasinda
spesimen ¢ikarihinca hemen tiimér ve saglam doku simnim igerecek sekilde, agurlikh olarak
timoriin iginden ve saglam dokuya yakin yerlerden 3’er drnek alindi. Ornekler periferik
kan kontaminasyonundan sakinmak igin birka¢ dakika siireyle serum fizyolojikle yikand.
Daha sonra Ornekler PBS soliisyonu icine kondu. Akim sitometri analizi suspansiyon
halindeki hiicrelerde yapilacagi igin once taze doku mekanik parcalama yontemi ile

muamele edilerek hiicre siispansivonu hazirtand:.
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Tiimore Infiltre Olan Lenfositlerin Saptanmasi: Hazirlanmig  olan  hiicre

siispansiyonundan 250-300 pl’lik bir miktar monoklonal antikorlann 20 pl kadar konulup
isaretlemelerin yapildig: tiplerin tzerine eklendi. Tipler akim sitometri cihazindan
gegirilerek yaklagik olarak 5000 hiicre sayim yapildi. Monoklonal antikor olarak segilen
CD3, CD4, CD8, HLA-DR gibi T lenfosite 6zgi antikorlanin yamsira CD19, CD45 ve
CD16+56 gibi monoklonal antikorlar da galisiidi ve pozitiflikleri % olarak saptand:.

Karadeniz Teknik Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim Dali biinyesinde
bulunan ¢ift lazerhi Coulter Epics Elite ESP FCM Cihazi kullanilarak testler yapildi.

Akim Sitometrisi ile Olgiimlerin Yapilmasi: Cihazin lazer ayari polysteren kaph
partikiller iceren DNA Check (plastic beads) ile standardize edildi. Tiplerdeki huicreler
sayilduktan sonra 488 nm argon iyon lazer ile 15 mW’ta analize alindi. Hitcre akim hzi
numunedeki hiicre yogunluguna goére ayarlandi. FCM’de boyanmug hicreler hizh bir
sekilde yogun lazer alamndan gegirilitken hicreye bagll fluorokromun lazer i1 ile
aktiflegmesi saglandi. Boyamn floresan emisyonu hassas fototiip (Multiply Tubes, PMT’s)
tarafindan belirlenerek amplifiye edildi ve FCM bilgisayarina aktanldi.

Istatistiki Yontem

Olgiimle elde edilen verilerin normal dagihma uygunlugu Kolmogorov Smirnov
testi ile incelenmistir. Incelenen degigkenlerin verileri normal dagihima uyan veriler
parametrik testlerle, uymayanlar non parametrik testlerle degerlendirilmistir. Bu sonuglara

gore varyans analizi, student t testi, Pearson ve Spearman korelasyon analizleri yapilmgtir.
Olctimle elde edilen veriler aritmetik ortalama tstandart sapma ile sunulmugtur.

Anlamlihk diizeyi p<0.05 olarak alinnugtir. Anlamhihk diizeyi ¢oklu

karsilagtirmalarda (post hoc) ise “0.05/karsilagtirma says1” olarak alinmugtir.



BULGULAR

Hastalann tiimorlerinin larenksteki yerlesimine gore ve TNM smiflamasina gore

ozeti Sekil 2-5de grafik olarak gosterilmistir.

Sekil 2: Hastalarm Tiimér Lokalizasyonuna Gére Siniflanmasi
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Sekil 3: Hastalarin T evrelerine Gore Smiflanmass
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Sekil 4: Hastalarin Stage’lerine Gore Siiflanmas)
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Sekil 5: Hastalarm lenf nodu metastaz durumlarina gore simflanmas

25 -
20 1
15

10

NO(n=21) N1(n=2} N2(n=5) N3 (n=2)

Hasta grubunun total beyaz kure miktars 6856+:2980/mm’, kontrol grubunun ise
6511+£2381/mm™tii. Her iki grup arasinda total beyaz kire miktart yéniinden anlamh fark
saptanmadi (p=0.884). Buna karsmn total lenfosit sayis1 hasta grubunda (1810£992/mm®)
kontrol grubundan (2486+780/mm*) anlamh olarak diisiik bulundu (p=0.009).
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Hasta ve kontrol gruplanmmn tim analiz sonuclanmin ozeti Tablo 3°de ortalama+

standart sapma seklinde verildi.

Tablo 3: Hasta ve kontrol gruplarmn analiz sonuclar 6zeti (ortalamatstandart

sapma)
Hasta periferik kan Kontrol grubu periferik
Hasta doku n=30
n=30 kan n=30
Ch3 42.5+9.2 14.9+13 4 50.6£13.8
CD4 25.6+8.2 11.2£39 31.2459
CD§ 17.3+6.7 9.9+6.65 21.7+7.2
CD4/8 1.57+0.39 1.37+0.54 1.60+0.78
CDh19 14.3x5.9 6.0+3.0 122479
CD16+56 7.6+3.0 9.5+4 3 22 8%15.1
CD45 939445 81.4+10.6 86.9+11.1
HLA-DR 4.5£27 4715 10.1+£5.2

Sekil 6: CD3, CD4, CD8 ve CD4/8 sonuclar
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B Hasta periferik kan
30 - A Hasta doku
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10 -

CD3 CD4 CD8 CD4/8
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Sekil 7: CD19, CD16+56, CD45 ve HLA-DR sonuclan
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B Hasta periferik kan
H Hasta doku
M Kontrol periferik kan

CD19 CD16+56 CD45 HLA-DR

Tablo 4’te Hasta ve kontrol gruplariin periferik kan analizlerinin kargilastiriimas: ve
p degerleri gorilmektedir. Hasta grubunda, kontrol grubuna gore CD3, CD4, CDS, CD19,
CD16+56 ve HLA-DR anlamh olarak digiik bulunmusken; CD45 anlamh olarak yitksek
bulunmustur. CD4/8 oram arasinda her iki grupta anlami bir farka rastlanmamugtir.

Table 4: Hasta-Kontrol gruplarmm periferik kan analizlerinin sonuclarinin

karsilastirnilmasi
Hasta grubu
Kontrol Grubu (n=30) P
(n=30)
CD3 42.5£9.2 50.6x13.8 p=0.010
CD4 256482 31.2499 p=0.020
CD8 17.3%6.7 21.7£7.2 p=0.018
CD4/8 1.57+0.39 1.60+0.78 p=0.882
CD19 14.3£5.9 22.8x15.1 p=0.007
CD16+56 7.6£3.0 12.2+7.9 p=0.005
CD45 93.90+45 86.9+11.1 p=0.003

HLA-DR 4.542.7 10.1£5.2 p=0.000
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Tablo 5’de erken T evreli hastalarla (T1-2), ileri T evreli hastalarin (T3-4) periferik

kan sonuglan kargiagtinlmugtir. Erken T evreli hastalarda CD3 ve CD45 anlamli derecede

yiksekken, diger parametrelerde istatistiki anlaml: farka rastlanmaﬁustlr.

Tablo 5: Erken T evreli (T1-2) ve ileri T evreli (T3-4) hastalarm periferik kan
sonuclarmin karstlastirilmas:

T1-2 (n=16) T3-4(n=14)

CD3 456197  38.9+73  p=0.046
CD4 246161 2674103  p=0.489
CD8 17.5¢73  17.1463  p=0.880
CD4/8 149025  1.66£0.50 p=0264
CD19 162462  12.244.9  p=0.064
CD16+56  7.32.9 79432  p=0.637
CD45 05929 916450 p=0.008
HLA-DR  53%2.9 3.6822  p=0.093

Tablo 6’da ise erken T evreli hastalarla, ileri T evreli hastalann doku analiz sonuglan
karglagtinlmistir. Gorolen tek anlamh fark, ileri T evreli hastalarda CD4/8 orammin daha

dugtik olmasidir.

Tablo 6: Erken T evreli (T1-2) ve ileri T evreli (T3-4) hastalarmn doku sonuclarimn
karsiastirilmas:
T1-2 (n=16) T3-4(n=14)

d.CD3 16.7£17.5 13.0+62 p=0.449
d.CD4 12.2+5.0 10.0£1.5  p=0.110

d.CD8 8.3+£3.0 11.7¢8.9  p=0.192
d.CD4/8 1.56+0.56 1.15£0.42 p=0.033
d.CD19 9.3+4 9 9.7£3.6 p=0.759

d.CD16+56 5.2%2.5 6.99+£3.6  p=0.133
d.CD45 78.9+£13.9 842+39 p=0.162
d.HLA-DR 47£1.6 4.7%1.5 p=0.985

Tablo 7°de Erken ve ge¢ T evreli hastalarla kontrol grubunun varyans analizi yapildi.

Kontrol grubunda CD3 ve CDI19 dizeyi T3-4 grubuna gére, CD16+56 diizeyi ise T1-2
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grubuna gore anlamh derecede yiiksekti. HLA-DR diizeyi ise hem T1-2 hem de T3-4

grubuna gore yiksek olarak bulundu. CD4, CD8 ve CD4/8 diizeyleri gruplar arasinda
anlamh farklilik gostermedi.

Tablo 7: Evre (T) Varyans Analizi
Ti-2 T3-4 Kontrol P

CD3 45.6+9.7 389473 50.6+£13.8 p=0.010
Cb4 17.5£73 17.146.3 312499 p=0.055
CDS8 17.5+73 17.1£6.3 21.7472  p=0.062
CD4/8 1492025  1.66+0.50 1.60+0.78  p=0.747
CD19 16.2+6.2 12.2+4.9 22.8+15.1 p=0.141
CD16+56 7.3+£29 7.9£3.2 12.2+£7.9 p=0.016
CDh45 95.9+2.9 91.6+£5.0 86.9+11.1 p=0.004
HLA-DR 5.3£29 3.6£2.2 10.1£5.2 p=0.000

NO ve N+ olan hastalarm periferik kanlarimn kargilagtirildign Tablo 8°de NO olan
grupta CD8 diizeyinin diger gruba gore anlamli derecede yitksek oldugu goriilmektedir.

Tablo 8: NO ve N+ (N1-2-3) hastalarm periferik kan analizlerinin karsdastiriimasi
NO (n=21) N1-2-3 (n=9)

CD3 43,6497 39.8+7.6 p=0.310

CD4 26.0:8.2 24.4+8.7 p=0.618

CD8 18.8£7.0 13.8+4.4 p=0.027

CD4/8 1.49+0.42 1.77+0.23 p=0.071

CD19 14.5+6.6 13.8+4.1 p=0.748

CD16+56  7.6+3.3 7.5£2.4 p=0.967

CD45 93.8+5.0 942432 p=0.797

HLA-DR 48+3.0 3.7£1.5 p=0.191
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Tablo 9°da NO ve N+ hasta gruplanmin doku analiz sonuglan karsitastinlmgtir, N+

grupta CD4/8 oram anlamh miktarda yiiksek bulunmustur.

Tablo 9: NO ve N+ (N1-2-3) hastalarin doku analizlerinin karsilagtirbmas:
NO (n=21) N1-2-3 (n=9)

d.CD3 14.4£14.9 16.3+9.6 p=0.726

d.Ch4 10.8+2.6 12.34£6.0 p=0.478

d.Cbs 11.0£7.4 7.1£2.4 p=0.134

d.CD4/8  1.2240.51 1.72£0.45  p=0.018

d.CD19 9.9+4.3 8.6+4.2 =0.446

d.CD16+56 62+3.7 5.7+1.4 p=0.619

d.CD45 79.5¢11.7 85.7+6.4 p=0.150

d.HLA-DR 4.7+14 4.6+1.8 p=0.912

Tablo 10°da NO ve N+ hastalarla kontrol grubunun periferik kan sonuglannm varyans
analizi yapildi. CD3 diizeyi en ytiksek kontrol grubu, en az da N+ grup olmak iizere 3 grup
arasinda da anlamh derecede farkh bulundu. CD19 ve Cd16+56 dizeyleri NO grubunda
kontrol grubuna gore anlamh derecede diigiikk, CD 45 seviyesi ise yiksek olarak bulundu.
Hem NO hem de N+ grupta HLA-DR seviyeleri kontrol grubuna goére anlamli derecede
diigiik bulundu. |

Tablo 10: Node (N) Varyans Analizi

NO N1-2-3 Kontrol P
CD3 43.689.7 30.8£7.6 50.6+£13.8 P=0.026
CD4 26.0+£8.2 24.448.7 31.2499  P=0.060
CD3 18.8+£7.0 13.8+4 4 21.7%7.2  P=0.012

CD4/8 1.49+0.42 1.77+0.23 1.60+0.78  P=0.519
CD19 14.5+6.6 13.8+4.1 22.8+15.1  P=0.021
CD16+56 7.6£3.3 7.542.4 122+£79  P=0.016
CD45 93.8+5.0 94.2+32 86.9+11.1  P=0.010
HLA-DR 4.8+£3.0 3.7£1.5 10.1+5.2  P=0.000
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Tablo 11°de erken Stage’li (1-2) ve ileri Stage’li (3-4) hastalarin periferik kan analiz

sonuglan karsiagtmilougtir. Erken evreli grupta CD3 ve CD45 diizeyleri diger gruba oranla
anlamh derecede yiiksek bulunmugtur.

Tablo 11: Erken (1-2) ve ileri (3-4) Stage’li hastalarin periferik kan analizlerinin

karsilagtiriimas
Stagel-2 (n=12) Stage3-4 (n=18)

Cb3 48 4+8 8 38.5+£7.3 p=0.002
CD4 26.2+6.2 252405 p=0.745
CD3 19.247.7 16.0£5.9 p=0.240
CD4/8 1.46+0.28 1.65+0.44 p=0.189
CD19 16.6£7.0 12.7+4.7 p=0.076
CD16+56 7.0£3.2 8.0+2.9 p=0.365
CD45 96.0+£2.7 92.5+£5.0 p=0.035
HLA-DR 5.8+3.2 3.6+2.0 p=0.054

Erken ve ileri Stage’e sahip hastalarin doku analizlerinin karsilagtiriimast sonucu her

iki grup arasinda anlaml fark saptanmamstir {Tablo12).

Tablo 12: Erken (1-2) ve ileri (3-4) Stage’li hastalarin doka analizlerinin

karsdastiriimasi
Stagel-2 (n=12) Stage3-4 (n=18)

d.CD3 15.4+194 14.7+7.9 P=0.908
d.CD4 11.2+£3.15 11.3+4 4 P=0.942
d.CD8 8.7+28 10.748.2 P=0.369
d.CD4/8 1.36+0.50 1.38+0.57 P=0.947
d.CD19 9.9+51 9.243.8 P=0.721
d.CD16+56 4.8+2.8 6.9+3.2 P=0.091
d.CD45 76.0£14 3 84 5+53 =0.057

d.HLA-DR 4.5+1.8 4.7+1.4 P=0.730
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Tablo 13’te erken ve ileri Stage’e sahip hastalarla kontrol grubunun periferik kan

sonuglarimin varyans analizi yapidi. leri Stage’e sahip grupta CD3, CD8 ve CD19
seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli derecede diisiiktii. Erken stage’li grupta CD16+56
seviyest kontrol grubuna gore anlamli derecede digitkken, CD45 seviyesi anlamli derecede
yiksekti. HLA-DR seviyesi her iki hasta grubunda da kontrol grubuna gore anlamh
derecede diistik saptandi.

Table 13: Stage Varyans Analizi

Stagel-2 Stage 3-4 Kontrol P

CDh3 48.4+8.8 38.5£73 50.6+13.8 p=0.002
CD4 26.246.2 252495 31.2£9.9 p=0.064
CD8 19.2+7.7 16.0+5.9 21.7£7.2 p=0.030

CD4/8 1.46+0.28 1.65+0.44 1.60+0.78 p=0.698
CD19 16.6+7.0 1277447 22.8+15.1 p=0.014

CD16+56 7.0+3.2 8.0+£2.9 12.2+7.9 p=0.015
CD45 96.0£2.7 92.5+5.0 86.9+11.1 p=0.005
HLA-DR 58432 3.6£2.0 10.1+5.2 p=0.000

Periferik kan ve doku diizeylerinin korelasyonunun karglagtinildigt Tablo 14 ve
15°deki tek anlamh sonug, dokudaki dizeyi periferik kanla pozitif korelasyon gosteren
CD16+56’yd1.

Tablo 14: Periferik kan ve doku diizeyleri arasndaki korelasyon (CD3, CD4, CDS,

CD4/8)

Periferik Kan
Doku CDh3 CD4 CD8 CD4/8

d.CD3 =030

p=10.102
d.CD4 r=-0.14
p=0.459
d.CD8 =023
p=0.218
d.CD4/8 =0.35

P=0.052
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Tablo 15: Periferik kan ve doku diizeyleri arasidaki korelasyon (CD19, CD16+56,

CD45, HLA-DR)

Periferik Kan
Doku CD19 CD16+56 CDh45 HLA-DR

d.CD19 r=-0.29

p=0.116
d.CD16+56 r=0.40

p=0.029
d.CD45 r=-0.03
p=0.874

d.HLA-DR R=-0.08

P=0.665




TARTISMA

Hucresel immiinitenin kanserlere karst konagin 6memli bir mekanizmasi oldugunun
ortaya ¢ikmasmdan sonra bas-boyun kanserli hastalarin immiinolojik parametrelerindeki
bozulmay: gosteren bir ¢ok calisma yapilmugtir (7-10). Bu konudaki ilk arastirmalar
genellikle hastalarin periferik kanlanndaki lokosit/lenfosit sayimi ve IgG dizeyleri gibi
hastanin genel immiinolojik diizeyini gdstermigler ve bunlarm gogunda genel immiin
aktivite durumu ile klinik seyir arasinda baglant1 bulunmugtur (11). Yapilan ilk yaymnlarda
nonspesifik hiicresel immiinitenin bir gostergesi olarak genellikle dinitroklorobenzene
(DNCB) gibi maddelere karsi gecikmis kutandz hipersensitivitenin  g6sterilmesi
kullanllmugtrr.  Klinik olarak lokalize bas-boyun kanserleri olan hastalarda cerrahi
rezeksiyon sonrast rekiirrens, DNCB’ye kargi anerjiyle korele olarak bulunmugtur (11).
DNCB’ye karst olan reaktivitenin, inkiirabl tiimorii olan hastalarda da surviyle paralel
oldugu rapor edilmigtir (11). Larenks kanserli hastalarda yapilan bir calismada ise T
lenfositlerinin diger immiin hiicrelerin toplamna orant, lenfosit blastoid reaksiyonu (PHA-
phytohemagglutinin, concavalin A) ve cilt reaksiyonlan (PHA) genel olarak normal

araltkta, ancak T lenfositleri ve total lenfositlerin total sayist diigiik olarak bulunmugtur (7).

Viicudun genel immimolojik durumunu degerlendiren bu ¢aligmalan daha spesifik in
vivo ve in vitro arastrmalar izlemigtir. Bunlar arasmda periferik kan lenfositlerinin
subtipleri, sitokinler ve tiimor infiltre eden lenfositler (TIL) tizerine yapilan caligmalar
onemli bir yer tutmaktadir (12- 24).

Bizim calismamizda periferik kan immiin _hiicrelerinip analizi yam sira, timér

immiinolojisinde birinci derecede ¢memli olan timore infiltre lenfositlerin diizeyleri de

olgildii. Tém bu olgiimler akim sitometrisi ile yapilds. Total T lenfosit, T helper, T
sitotoksik, aktive T lenfositlerin (HLA-DR+) yam sira, NK hiicreleri, B lenfositleri ve

16kositlerin de toplam inflamatuar yanit igerisinde ne miktarda temsil edildikleri timére ve

¢
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hastaya baglt degiskenlere gore saptandi. Buna ragmen calismanmuzda belirli bir miktardaki

timér kitlesindeki infiltre olmug lenfosit ve diger inflamatuar hiicrelerin timér hiicrelerine
oramt yani penetrasyon yiizdesi hesaplanmadi. Bu cahsmada akim sitometrisi yontemi

kullanddmasinim ve penetrasyon yiizdesinin hesaplanmamasinin nedenleri sunlardir:

1. Akim sitometrisi ile hiicre yiizeyindeki reseptorlerin tayini yapiidigindan hiicrenin

canli olmas: gerekmektedir. Hiicrelerin canlt kalabilme giicii lenfosit, NK ve Iokosit gibi

lenfopoetik orijinli hiicrelerle, tiimor hiicreleri arasmda ok farkliik gostermektedir. Akim
sitometrisi ile ozellikle solid tiimorlerde penetrasyon derecesinin saptanmaya cahsilmast,

bu yiizdenin oldugundan daha farkl olarak saptanmasina yol agacaktir (25).

2. Hicrelerin akim sitometri analizine hazirlanma agamas: da penetrasyon derecesinin
saptanmasinda sapmaya yol agan bir faktordiir. Mekanik pargalama yontemi sonucu, timor
hucrelerinin invaze olmus inflamatuar hiicreleri kadar kolayca hiicre suspansiyonu
olusturacak sekilde birbirlerinden aynimama ihtimali de vardir. Bu da lenfositlerin ve diger
hiicrelerin penetrasyon derecesinin normalden daha yiiksek diizeyde saptanmasina yol
acabilecektir (26).

3. Bu iki olumsuz ozelligin yamsira immiinohistokimyasal olarak inflamatuar
hiicrelerinin penetrasyon derecelerinin aragtirddig: nisbeten yeterli sayida caligma vardir,
Ancak bu hicrelerin tek tek toplam inflamatuar hiicrelere gore hesaplanmig yiizdesi
larenks  kanserli  hastalarda  veterli miktarda cahigdmamigtir,.  Bu  yiizden,

immiinohistokimyasal yonteme oranla ¢ok daha fazla hiicrenin spesifik karakterinin

tamnmasina olanak saglayan akim sitometrik analiz yéntemi bu calismada lenfosit ve diger

hiicrelerin birbirlerine olan oranlarinn mnmasmda kullaniinugtir (26,27).

Larenks kanserli hastalarm imminolojik profiliyle ilgili ¢ok sayida ¢aligma
yapimigtir. Larenks kanserli hastalarda T lenfositlerin azalmasiyla DNCB ile gecikmig
hipersensitivitenin de azaldign gosterilmigtir (11). Lenf nodlardaki hiicresel infiltrasyon
aragtiilmug, hiicresel infiltrasyondaki artisin iyi prognozla, azalmanm ise hicresel
immiinitedeki yetmezlik ve kotii prognozia uyumlu oldugu one siirilmiigtiir (28). Periferik
kandaki NK aktivitesinin saglikli kisilere gore belirgin sekilde azaldig: bulunmustur. Blast
hiicre transformasyonu, immunoglobulin seviyeleri, total lenfosit sayisi, lenfokinler,

interferon aktivitesi ve hiicresel migrasyonun da azaldig1 gorilmistir. Bag-boyun multipl
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kanserlerinin hiicresel immiin yetmezlikle iligkili oldugu ve radyasyon tedavisinden sonra

hilcresel cevabin azaldigt birgok kereler bildirilmigtir {11,34).

Bag-boyun kanseri olan hastalarda lenfosit sayist ve subtiplerinin normal oldugunu

iddia eden caligmalar (8.9 51 gibi i i i lenfosit

subtipinde veya NK gibi diger hiicre tipinde azalma bildiren yaynlar da vardir (31).

Yapilan bir ¢aliymada T lenfositlerin yiizdesinde azalma olmamasma kargm, total
lenfosit ve total T lenfosit sayisiun bag-boyun kanserli hastalarda anlamh olarak azaldid
bildirilmigtir (7). Bu ¢aliymada aynca total lenfosit ve T lenfosit sayistun disik oldugu
grupta, nispeten daha yuksek olan gruba nazaran daha yiksek oranda rekiirrens
gozlenmigtir. Larenks kanserli hastalarda yapilan diger bir caligmada ise pan T lenfosit

markeri olan CD3+ hiicresi disinda bir azalma saptanmarmgtir (12).

Bag-boyun kanserli hastalardaki periferik kandaki lenfosit subtiplerinin diizeylerinin
degerlendirildigi caligmalarda birbirleriyle ¢elisen sonuglar ortaya ¢ikmuistir. Wolf ve
arkadaglaninin  1986°da yaptikian bir galigmada bag-boyun kanserli hastalarn periferik
kanlarinda kontrol grubuna gore T helper lenfositleri yilksek olarak bulunmugtur (13).
Wolf'un daha sonra benzer bir hasta grubunda yaptigs ¢alismada ise T helper lenfositleri
ile kontrol grubu arasinda bir fark saptanmamus ancak T sitotoksik lenfositlerin azaldig
rapor edilmistir (14). Schantz ve arkadaglanin yaptiklar bir caligmada ise bag-boyun

kanserli hastalarda T helper lenfositlerde azalma saptanmugtir (15).

Yaptifimz gahgmaya katilan hastalarda timor 19 adetle en sik glottik yerlesim
gosteriyordu. Bunu 7 adetle supraglottik, 4 adetle ise transglottik tutulum izledi (Sekil 2).
Timorlerin gosterdigi bu dagim, kargilaglan sikliklartyla yaklasik olarak uyumluydu (5).

Larenks kanseri olan hastalann  periferik kan miktarlarindaki total‘bWan
kontrol grubuyla anlamh fark gostermedi. Total beyaz kiire miktarndaki bu diisiige total

lenfosit yuzdesi ve total lenfosit sayisindaki disisler de eslik etti. Monoklonal antikor
yontemi ile digiilen T lenfositler (CD3+) kontrol grubuna gore anlamh derecede diisiiktii ve
literatiirle uyumlu bulundu (8,12). Bu diigiiklitk hem T helper (CD4+) hem de T sitotoksik
(Wdi. T helper/T sitotoksik (CD4/CD8) oram iki grup

arasinda anlaml derecede farkh bulunmadi (Tablo 4). Qzellikle T lenfositlerde gorilen bu
e A
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disiigler, hastalarin kontrol grubuna gore hiicresel immiinitelerinin ne derece defektli

oldugunun gosterilmesi agisindan anlamliydt.

Antitiiméral immiinitede 6nemli olan NK hiicreleri (CD16+56+) de kontrol grubuna

gore azalma gostermekteydi. Bu da literatiirdeki bulgularla uyumiu bulundu (31).

Humoral immiinitenin aracilart olan B lenfositler de (CD19+) bu ¢ahigmada azalmig
olarak bulunmugtur. Bu bulgu da, her ne kadar 6nem derecesi tam olarak ortaya konmarmus
olsa bile bag-boyun kanseri olan hastalarda humoral immiinitenin de bozuldugunu

gostermektedir.

Hastalar TNM simflamasina gore gruplara ayrilip degerlendirildiginde ortaya kismen
degisik sonuglar ¢ikmistir. Hastalar 16 kisiden olugan erken T evreli (T1-2) ve 14 kisiden
olusan ileri T evreli (T3-4) gruplara aynlip periferik kan degerleri kargilagtinldiginda
ortaya gikan sonuglar soyleydi (Tablo 5):

Heri T evresine sahip hastalar erken T evresine sahip olan hastalara oranla daha diigiik
seviyede total T lenfosit sayisina sahipti. Bu da tiimorin kitlesi arttikga immiiniteyi
baskilamasmin da artacag: prensibiyle uyum gosteriyordu (1). Buna ragmen T lenfositler T
helper ve T sitotoksik olarak ayn ayn degerlendirildiginde her iki grup arasinda anlaml
fark bulunmadi. Bu T-helper/T sitotoksik oran: igin de gecerliydi. T lenfosit subtiplerinin
sonuglani  Gonzalez ve arkadaglarmn ¢aligmastyla uyumluydu (12). Soysal ve
arkadaglanmn yaptiklan galismada ise TNM  evrelemesi ile bag-boyun kanserli hastalarm
periferik kanlanindaki total T lenfosit ve T lenfosit subtipleri arasinda iliski kurulamamsgtir

(20). Cahismammzda T lenfosit_aktivasyon du s =DR:+ lenfosit yiizdesi

yontnden iki grup arasinda anlamh fark bulunmamugtir. ilerleyen T evresiyle birlikte T

lenfositlerin sayisinda azalma olmasmna ragmen aktivasyonlarinda azalma olmamistir. Bu

da ilk bakista, sadece tiimor kitle artigiyla T lenfositlerde nicelik yoniinden azalma
goriilmesine karsin fonksiyonel bozuklugun olmadigim diisindiirmektedir. Ancak bu her
iki grubun kargilagtinlmasinda olusmayan fark kontrol grubunun da kargilagtirmaya
eklenmesiyle ortaya ¢ikmaktadir (Tablo 7). Bu durumda erken ve ileri T evreli gruplar
arasinda yine fark olmamasina kargin, MWrol

grubuna goére anlamli derecede digitk bulunmustur. Bu da beklenebilecegi gibi ileri T
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evresinde T lenfosit fonksiyonlarinda bozulmanin ortaya c¢ikmaya basladigim ve bu

fonksiyonel eksikligin erken evrelerde heniiz olugmadigim gostermektedir.

Bizim ¢aligmamizda, T evresiyle, periferik kandaki NK hiicrelerinin ve B
lenfositlerinin miktar: arasinda iligki goriilmedi. Ancak NK hiicre seviyesi ileri T evreli
grupta daha yiksekti. Lokositlerin miktar ise erken T evreli hastalarda daha yiiksek olarak

bulundu.

Erken ve ileri T evresine sahip hastalarla kontrol grubu kargilagtinldiginda, total T
lenfosit diizeyi ileri T evreli grupta kontrol grubuna gore disitk bulundu (Tablo 7). Erken T
evreli grupla kontrol grubu arasinda ise total T lenfosit diizeyi yoniinden fark yoktu. T
helper ve T sitotoksik diizeyi ile T helper/T sitotoksik oram ii¢ grup arasinda farkhhk

gostermedi.

NK hiicre dizeyi, erken T evreli grupta kontrol grubuna gore daha diisik, lokosit
diizeyi ise daha yiiksek olarak bulundu. B lenfosit seviyesi ise ileri T evreli hasta grubunda
kontrol grubuna gore anlamh derecede yiiksekti.

Larenks kanserli hastalarda en 6nemli prognostik faktorin lenf noduna metastaz varhi
oldugu uzun zamandir bilinmektedir (32). Bu nedenle hastalarin analiz sonuglan lenf nodu
metastazi yonlinden de degerlendiriidi. Hastalar boyun lenf nodlarina metastazi olan (NO)
ve olmayan (N+) gruplara aynhp bunlarin periferik kanlarmin kargilagtinlmas: yapildi
(Tablo 8). Boyun metastaz1 olmayan grup (NO) 21 kigiden, boyun metastazina sahip grup
(N+) ise 9 kigiden olusuyordu.

Nodal metastazi olmayan grupta T sitotoksik lenfositlerin sayisi, metastaz olan gruba

oranla anlamh diizeyde yiksek c¢iktt. Bu da en Onemlii antitimor hiicrelerden olan T
mmﬂ T lenfosit, T helper lenfositler ve Thelper/T
sitotoksik oram yoniinden gruplar arasinda fark yoktu. Gonzalez ve arkadaglarinin
yaptiklari ¢aligmada ise lenf nodu metastazi olan larenks kanserli hastalarda total T lenfosit
sayist azalmug olarak bulunmus, T lenfosit subtiplerinde ise farklihk gozlenmemisti (12). T
sitotoksik  hticrelerin  kanser immiinitesindeki gorevleri dikkate alindiginda  bizim

bulgulariomzin daha beklenen sonuglar oldugu soylenebilir,
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Gruplar arasinda NK hiicreleri, B lenfositleri ve 16kosit seviyesi yoniinden anlamh

farka rastlanmadi.

NO ve N+ grupla, kontrol grubunun periferik kanlan 3 grup halinde kargilastinidiginda
ortaya su sonuglar ¢iktr (Tabio 10):

Total T lenfosit miktart her ii¢ arasmnda anlamh fark gosteriyor ancak bu anlamh
farkhlik herhangi iki grup arasinda belirginlik gostermiyordu. T helper lenfositler
yoniinden iki grup arasinda farka rastlanmadi. Ancak T sitotoksik lenfositler N+ olan
grupta kontrol grubuna gore diigiikti. T helper/T sitotoksik oraminda ise gruplar arasinda

farka rastlanmadi.

HLA-DR+ ligi hem NO hem de N+ grubunda kontrol grubuna gore anlamh derecede
daha diigitk bulundu.

Hastalar Stage’lerine gore de erken Stage’li (Stagel-2) ve ileri Stage’li (Stage3-4)
olarak simflandiniidilar (Tablo 11). Erken Stage’li grupta 12, ileri Stage’li grupta ise 18

hasta bulunuyordu.

Ileri Stage’li grupta total T lenfosit diizeyi erken Stage’e sahip gruba nazaran anlami
derecede dugik gikti. T helper, T sitotoksik ve T helper/T sitotoksik diizeyleri arasinda
fark saptanmaci. Bu bulgu ilerlemis hastalidy olan larenks kanserli hastalarindaki T helper
seviyesinde azalma bulunan Gonzalez ve arkadaglanmin calismasiyla ve uyumiu
bulunmad: {12).

Iki grup arasinda HLA-DR+ligi, NK hiicreleri, B lenfositleri ve lokosit seviyesi

arasinda fark bulunmads.

Erken ve ileri Stage’li hastalarla kontrol grubunun periferik kan tetkik sonuglari 3 grup

seklinde karsilagtinldiginda su sonuglara ulagildi (Tablo 13):

Ileri Stage’li hastalarda hem total T lenfosit hem de T sitotoksik diizeyi kontrol
grubuna gore daha digiktia. T helper ve T helper/T sitotoksik diizeyi yoniinden hasta

gruplari ve kontrol grubu arasinda fark saptanmad:.
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HLA-DR+’ligi ileri Stage’li grupta daha digiik olmak iizere her iki grupta da kontrol

gw Bu da tiimorin lokal progresyonunun, rejyonel progresyonuyla
(N) birlikte oldugu durumlarda, daha ileri seviyede fonksiyonel immiin defekt olugtugunu

gostermektedir.

Cabsmanizin ikinci asamasi ise tuimore infiltre olan immiin sistem hiicrelerinin

analiziydi. Kanserli hastalarn ¢ogunda konagm immiin savunma mekanizmas: aktiftir ve

gofu timorde gorilen lenfosit infiltrasyonu bu mekanizmanmn direkt bir kamti olarak

gosterilebilir (33). Bulgular TIL’in tiimor-konak iligkisini periferik kan lenfositlerinden
daha iyi yansittigim gostermektedir (34). Ancak bunun patofizyolojik 6nemi heniiz tam
olarak anlagilmarustir. Timoére infiltre olan immiin hiicrelerin oranlan periferik kandan

farkhidir. T lenfositler tiimére en fazla infiltre olan immin sistem hicreleridir. B

lenfositleri, NK hiicreleri, lokositler ve diger hiicreler tiimér ortaminda genellikle daha az
bulunmuslardir (35-37). Antitimoral yamtin 6nemli bir komponenti olan NK hiicrelerinin
tiumor dokusuna infiltrasyonunun dnemi tartigmalidir. Bu hicrelerin in vitro olarak tiimore
kars: reaktif olmalarma ragmen timoér dokusunda birikme konusundaki yetersizlikleri
tamér rejeksiyonunda samildi®i kadar onemli olmayabileceklerini akla getirmektedir.
inflamatuar hiicre infiltrasyonunun kapsami konak immiin sisteminin timor hiicresinin
yiizeyindeki antijenik determinantlan MHC ve MHC benzeri molekiller yardimiyla

tammasina bagh olabilir.

Meme ve kolon kanserinde lenfosit infiltrasyonunun diger faktérierden bagimsiz olarak
surviyle iligkili oldugu rapor edilmistir (38,39). Bu caligmalarda infiltre lenfositlerin
immiinofenotipi 6l¢iilmemigtir. Shimokawara ve arkadaslanmm 1982’de meme kanserli
hastatarda yaptiklani arastimada infiltre T lenfositlerin iyi bir prognostik faktor oldugu
goriilmiistiir (40). Stewart ve arkadaslariun 1993 yihnda yine meme kanserli hastalarda
yaptiklart aragtirmada ise bunun aksi goriliip, timdr biylimesinin, timor stromasina
infiltre olan hiicrelerce stimiile edildifi one sirilmustiir (41). Bu gorige gore timor

infiltre eden lenfositler immiin sistemi inhibe edici etkiye sahiptirter (42,43).

Tiimore infiltre olan lenfosit ve diger immiin sistem hiicrelerinin igeriginin prognozia
iliskisiyle ilgili yaptlan birgok ¢aligma mevcuttur (44,45). Saroglu ve arkadaslarinn, dil

epidermoid kanseri olan hastalarda yaptiklari aragtirmada, yasam siiresinin peritiiméoral
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lenfosit infiltrasyonunun yogunlugu ile orantih bulundugu bildirilmistir (46). Bu gibi tiimor

infiltrasyonunun Onemine dair bulgular sonucu, timorGn ve tumoérle saglam doku
sturindaki lenfosit infiltrasyonunun degerlendirilip buradaki lenfosit sayisiun temel
ahndig “Tumor Front Grading” denen bir evreleme metodunun kullamldigi gahigmalar
olmustur (28,32).

Tumor infiltrasyonunun yami sira Onemlhi bir faktor de infiltre olmus hiicrelerin
aktivasyon diizeyidir. Caligmalar TIL’in fonksiyonel olarak suprese veya aktive olduklar
ve antitimér cevabi olusturduklani veya engelledikleri konusunda ¢eligkili sonuglar
vermektedir (47).

Bas-boyun kanserli hastalarda yapilan aragtirmalarda timore infiltre olan hicre

miktarimn hastalik ilerledik¢e azaldig: gosteriimistir (21,46,48).

Erken ve ileri T evreli hasta gruplannm tiimér dokusuna infiltre olan hiicrelerin diizeyi
yoniinden kargilagtirilmas: sonucu higbir hiicre tipi iki grup arasinda farkli seviyede
bulunmad: (Tablo 6). Bir baska deyisle hicbir hiicre tipinin infiltrasyon derecesi timoriin
lokal progresyon derecesiyle degismiyordu. Her iki grup arasindaki tek anlamh fark T

helper/T sitotoksik oranlan arasinda goruldii.

Benzer sonuclar NO ve N+ hastalarin timér dokusunun analizi sonucunda da gorildii
(Tablo 9). Rejyonel hastaligin varhg ile hiicrelerin infiltrasyon derecesi arasinda bagntt
bulunmadi. Tek anlamh bulgu ise nodal metastazi olan grupta T helper/T sitotoksik

oramnin anlamh derecede yitksek bulunmasiyd.

Erken ve ileri Stage’e sahip hasta gruplan arasinda da dokuya infiltre olan hiicrelerde
galigrlan parametrelerin  higbiri arasmnda fark gozlemlenmedi (Tablo 12). Yani
cahismamizda degerlendirilen T evresi, lenf nodu metastazi ve stage faktorlerinden higbiri
tiimére infiltre olan hiicre kompozisyonuna etkili bulunmadi. Daha 6nce tartigilan periferik
kan sonuclarinda gruplar arasinda saptanan (erken-ileri T, NO-N+, erken-ileri S) farklara
ragmen am sonuglarm hastalarin tiimoér dokusunda ortaya ¢ikmamasi, tiimdr dokusunda
gelisen immiinolojik reaksiyonun periferik kan tarafindan yeterince yansititmadigim

diisiindirmektedir. Diger bir olasi cevap ise hasta sayisiun yeterli olmamasi olabilir,
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Galigmamizda ayrica, hastalann periferik kanlarindaki analiz sonuclarinmn, yine kendi

timor doku analizi sonuglaniyla korelasyon gosterip gostermedigi aragtinldi. Sadece NK
hicrelerinin degerleri periferik kan ve doku arasinda pozitif korelasyon gosteriyordu.

Diger parametrelerden higbirinde pozitif veya negatif korelasyon bulunamadi.

Bu tez galigmasinda _akim sitometrisi yontemiyle larenks kanserli hastalarm periferik

kan ve dokusunda immin sistemin baglica hiicreleri ve onlarin aktivasyon durumlar

incelenmesi amaclanmisti. Daha once renal hiicreli karsinom, glioma gibi tiimorlerin

immin hiicrelerce infiltrasyonunu degerlendirmede kullandan akim sitometrisi yontemi
(26,49) ilk kez bu amagla larenks kanserli hastalarda kullanild:.



SONUCLAR VE ONERILER

Larenks kanserli hastalarin periferik kanlarinda total T lenfosit, T helper, T
sitotoksik, B lenfosit ve HLA-DR+ lenfosit yiizdesi diisik, 1okosit diizeyi yiiksek

olarak bulundy.

Erken T evresine sahip hastalarin periferik kanlannda, ileri T evreli hastalara gore

total T lenfosit ve 16kosit miktan yitksekti.

Hleri T evreli hastalann timorlerinde T helper/T sitotoksik oram daha diisik

bulundu.

Lenf nodu metastazt olmayan grupta (NO), metastaz olan gruba (N+) nazaran
periferik kanda T sitotoksik diizeyi daha yiiksekti.

Lenf nodu metastaz1 olan grubun timor dokusunda T helper/T sitotoksik oram
daha yiksekti.

Erken Stage’e sahip hastalanm periferik kanlarinda total T lenfosit ve lokosit

seviyesi, ileri Stage’e sahip hastalara nazaran yiksekti.

Timore infiltre hiicrelerin dagihm oranlanmn;T evresi, lenf nodu metastazi ve

tumor stage’inden etkilenmedigi saptanda..

Periferik kandaki NK hiicre seviyesi ile timér dokusuna infiltre olan miktarn

korelasyon gosterdi.

Akim sitometri yontemi, larenks timérlerine infiltre olan immiin hiicre tiplerinin

degerlendirilmesinde ilk kez kullarld1,



OZET

LARENKS KANSERLI HASTALARDA PERIFERIK KAN VE INTRATUMORAL
T-LENFOSITLERININ AKIM SITOMETRISI iLE ANALIZi

Tumorlere karg viicudun yamit gosterdiginin ortaya gikmasindan beri timér
immunolojisinde énemli geligmeler olmustur. Bu ilerlemeler, immunoterapinin gelecekte
kanserli hastalarinin tedavi protokollerinin dnemli bir parcas: olacagim vaad etmektedir.

Tumérlere karsi immiinolojik tedavinin gelistirilmesinden 6nce elbette tiimérle
organizma arasindaki jliskinin tam olarak anlagiimasi gerekmektedir. Yapilan gahismalar
timore karsi viicudun savunmasinda gorevli en dnemli hiicrenin T lenfositleri oldugunu
gostermistir. Bu hiicreler basta YL-2 olmak Uzere, saldiklan lenfokinlerle diger T
lenfositlerini ve diger immiin hiicreleri aktive ederek tiimore karsi yanit olustururlar.
Aragtirmalarin Snemli bir kismum, bu  hiicrelerin periferik kan ve tiimér dokusundaki
gorevlerinin ortaya konmas olugturmaktadir.

Bu ¢alismamizda akim sitometrisi yontemiyle, larenks kanserli hastalarm periferik kan
ve timor dokularindaki antitiimér yanit agismdan énemli hiicreler incelendi. Caligmann
amacl, larenks kanserli hastalarin periferik kan ve timoérlerindeki immiin durumun ortaya
konulmasimin yant sira, birim zamanda fazla sayida hiicrenin incelenmesine olanak
sagladigindan istatistiki giivenilirligi yiksek olan akim sitometrisi yonteminin, larenks
kanserinde ilk kez doku incelenmesinde kullatmasiydi.

Cahgmamizda larenks kanseri tamsi konmug hastalann periferik kanlarinda ve tiimor
dokularindaki immiinolojik supresyon hiicre seviyesinde gosterildi. Hastalar Tumor (T),
Nodal metastaz (N) ve Stage evrelerine gruplara ayrilarak bulgular karsilastirddi. Periferik
kan ve doku analizlerinin sonuglan arasinda korelasyon aragtinldi. Larenks kanserli
hastalarm periferik kanlarinda total T lenfosit, T helper, T sitotoksik, B lenfosit ve aktive
lenfositleri gosteren HLA-DR+ lenfosit yiizdesi kontrol grubuna gore disik bulundu.
Erken T evreli (T1-2) hastalarin periferik kanlarmda ileri T evreli (T3-4) gruba gore total T
lenfosit ve 1okosit miktars yitksek olarak bulundu. Lenf nodu metastazi olmayan grupta
periferik kan T sitotoksik diizeyi, lenf nodu metastaz: olan gruba nazaran daha yiiksekti.
Erken Stage’li hastalann periferik kanlarnnda total T lenfosit seviyesi ileri Stage’li
hastalara nazaran daha yiiksek olarak bulundu. Timére infiltre olan hiicre oranlanmn T
evresi, lenf nodu metastaz) ve tiimor stage’inden etkilenmedigi saptandi. Periferik kan ile
tiimore infilte olan hiicreler arasinda korelasyon aragtinldiginda sadece Natural Killer
hiicrelerinin periferik kan diizeyleri timore infiltre olan hiicre dizeyleri ile korelasyon
gosterdi.



INGILiZCE OZET

FLOW-CYTOMETRIC ANALYSIS OF T-LYMPHOCYTES IN PERIPHERAL
BLOOD AND TUMOR TISSUE IN LARYNGEAL CANCER PATIENTS

There have been great improvements in tumor immunology since it has been shown
that the body has a response against tumors. These advances promise that immunotherapy
will possibly be a part of the tratment protocols of patients with cancer .

Before developing any kind of immunotherapy against tumors, understanding the
relationship between tumors and the organism is mandatory. The studies have shown that T
lymphocytes are the primary defensive cells of the body against tumor tissue. These cells
activate other T lymphocytes and other immun cells by secreting lenfokines such as TL.-2
and initiate the antitumor response. Most of the studies that have been reported depend on
the function of these cells in peripheral blood and tumor tissue.

In this study, we have evaluated the local and systemic antitumoral response in
laryngeal cancer patients. The aims of the study were to establish the immun sytem of
laryngeal cancer patients as well as to use flow-cytometry first time in detecting tumor
infiltrating cells in laryngeal cancer, a technique that allows high statistical relevance by
detecting high number of cells in a unit of time.

The supression in the blood of laryngeal cancer patients were demonstrated in cell
basis. The patients were grouped and the results were discussed according to their Tumor
(T) stage, Nodal status (N) and Stage. The correlation between the results of peripheral
blood and tumor microenvironment were also analyzed. Tn the peripheral blood of
laryngeal cancer patients; the percentage of total T lymphocyte, T helper , T cytotoxic, B
lymphocyte and activated T lymphocyte marker HLA-DR+ cells were found lower than the
control group. Total T lymphocyte and leucocyte levels were higher in the early T (T1-2)
group than the late T (T3-4) group. The group that did not show lymph node metastases
had higher T cytotoxic levels than the group with lymph node metastases.. Early Stage
group had higher levels of total T lymphocyte levels. The composition of tumor infiltrating
cells were not influenced by T stage, nodal status and S stage of the tumor. Only Natural
Killer cell levels have found to be correlated between the peripheral blood and tumor
tissue.
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