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ONSOZ

Skuaméz hucreli karsinom larinksin en sik gortlen neoplazmidir. Bu kanser
tird, prekanserdz olarak kabul edilen epiteliyal hiperplastik-displastik lezyonlardan
kaynaklanir. Dolayisiyla, bu lezyonlarin invaziv kansere dénisme potansiyellerinin
dogru sekilde belirlenmesi, bu tirr lezyonlara sahip hastalarin tani ve tedavisi
acisindan c¢ok onemlidir. Ginimizde, bu lezyonlarin derecelendiriimesinde
uygulanan standart yéntem histolojik incelemedir. Bu lezyonlarn siniflandirmak ve
karsinoma déniisme risklerini belirlemek icin mikroskopik anormallikierin kesin ve
tutarh bir bigimde degerlendiriimesi gerekir. Kaynaklarda epiteliyal hiperplastik-
displastik lezyonlarin derecelendiriimesiyle iligkili ¢ok sayida siniflama vyer
almaktadir. Bununla birlikte yaygin olarak kullanilan iki siniflama Dinya Saglik
Orgutii (DSO) (1991) ve Ljubljana (1997) siniflamalaridir.

Bu calismada; 54 laringeal hiperplazi-displazi olgusunda DSO ve Ljubljana
siniflandirmalari  kargilagtirimis; bu olgularda anti-Ki-67, p53 ve CD34
immundokukimyasal belirleyiciler kullanilarak proliferatif aktivite, genetik
degisiklikler ve anjiogenezis hakkinda objektif veriler saglanmigtir. Bu objektif
veriler kullanilarak sézkonusu siniflandirmalardaki histolojik Slgitlerin gegerliligi

arastirlimistir.
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GiRlS

1.KISA ANATOMI VE HISTOLOJI
1.1. Anatomi

Larinks bir ses organi ve hava i¢in gegig yoludur. Aynt zamanda hava yollari
girisinde koruyucu sfinkter saglayan 6zellegmis bir organdir. Onde deri, fasya ve
infrahyoid kaslar ile ortullddr. Yukarida pars laringea farinkse agilir. Agadida
trakea ile devam eder. Larinks iskeleti kikirdaklardan olusur. Kikirdaklar membran
ve ligamentler ile birbirine bagdlanmistir. Ek olarak bu kikirdaklarin hareketini
saglayan kaslar bulunur. Ig ylziini 6rten mukoza yukarida ve arkada farinks,
asagida trakea mukozasi ile devam eder (1).

Larinks kikirdaklari Ggl cgift ve gl tek olmak Gzere 9 tanedir. Cift olanlar
cartilago arytenoidea, cartilago corniculata, cartilago cuneiformis; tek olanlar
cartilago thyroidea, cartilago cricoidea ve cartilago epiglottidis’dir. Cartilago
thyroidea, cricoidea ve arytenoidea’nin buyik bir kismi hiyalin turde olup, diger
kikirdaklar elastik tirdedir. Hiyalin kikirdaklarda yagla paralel giden kalsifikasyon
izlenebilir (1,2).

Larinks mukozasi liimene dogru iki ¢ift kivrim yapar. Ustte yer alan birinci gift
plikaya plica vestibularis (bant ventrikil), altta yer alan diger ¢ift plikaya ise plica
vokalis (kord vokal) adi verilir. Bu iki ¢ift mukoza kivrimi arasinda kalan yarik
bigimli derin girinti ventriculus laryngis (ventrikul) adint alir (2).

Tanimlanan anatomik olusumiar go6zéniine alinarak Ilarinks boslugu
supraglottis, glottis ve subglottis olarak t¢ bélimde incelenir (1,3):

Supraglottis: Epiglotun Ust ucundan baglayan ve ventrikill igeren bdlimddar.
Burada yer alan yapilar epiglot, ariepiglottik kivrimlar, aritenoid kikirdaklar, bant
ventrikiller ve ventrikdllerdir.

Glottis: Ventrikilden kord vokalin altina kadar uzanan bélimdur. Anterior ve
posterior komissurler ile kord vokalleri igerir.

Subglottis: Kord vokallerin 5-10 mm altindan krikoid kikirdagin alt kenarina
kadar uzanan boélumddar.




1.2, Histoloji

Epiglotun lingual ve laringeal yizi vardir. Tim lingual yiiz ve laringeal tarafin
apikal bolumi stratifiye skuam6z epitel ile déselidir. Laringeal ylizde epiglotun
tabanina dogru epitel silyali respiratuvar tiir epitele degisir. Epitel altinda sero-
miikéz bezler vardir (2). |

Bant ventrikiller ve ventrikiiler silyali respiratuvar epitel ile doselidir. Kord
vokal mukozasi stratifiye skuaméz epitel ile doselidir. Sigara igmeyenlerde
larinksin supraglottik ve infraglottik kisimlari irregliler odaklar seklinde skuaméz
epitel ile Ortllu iken, sigara igenlerde larinksin blylk kismi skuamdéz epitel ile
orialaddr (4,5).

Kord vokalin Ust ve alt kisminda kalan silyal respiratuvar epitel ile kordun
skuamoz epiteli arasindaki gegis keskin bir bigimde olabilecegi gibi 2 mm'ye kadar
ulagabilen ‘gegis bolgesi’ bulunabilir. Bu bélge serviks uterideki portio-endoserviks
gegisinde rastlanilan degisikiiklere benzer. Bu gegis epiteli displazi ya da in situ
karsinom ile karistirimamalidir. Bu tir alanlarin disorganize gériiniimde olmasina
karsin dikkatli bir inceleme ile hiicrelerin uniform niikleusu olduklari ve mitozlarin
bazal tabakaya sinirli oldugu izlenir. (4)

Skuaméz epitel dar sitoplazmali ve ovoid nukleuslu h'ijcrelerden olugsan bir
bazal tabaka igerir. Mitozlar normalde bu tabakaya sinirlidir. Laringeal mukoza
matirasyonunda skuamdz hicreler ylizeye dogru migrasyon gosterirler. Bu
hicreler poligonal bigimli olup normokromatik niikleus vardir ve nikleoluslari
izlenebilir. Eozinofilik sitoplazma genistir ve fiksasyon sirasinda hafif hiicre
blzigmesi nedeniyle komsu hiicrelere dogru uzanan gok sayidaki ince sitoplazmik
uzantilar ortaya gikar. Bu ince sitoplazmik uzantilar nedeniyle bu zona dikensi-
prickle hlicre tabakas! (malpighi tabakasi) adi verilmektedir. Bu tabaka skuaméz
epitelin en genig bélimidir. Superfisiyel tabaka kiigik kondanse niikleuslu, bir-lig
sirali, diizlesmis hucrelerden olugsmaktadir (5).

Matir skuaméz epitelin kalinhig degisken olup, total kalinli§i bes ile yirmibes
hicre arasinda degisir. Normalde parakeratotik ya da ortokeratotik yiizey hiicre
tabakasl yoktur. Irritanlarla devamh karsilasma parakeratozis odaklarina
yolagabilir (4-6). '




2. LARINKSIN PREKANSEROZ LEZYONLARI

Larinks mukoza epitelinde ortaya ¢ikan degisiklikler, hiperplastik ve displastik
degisiklikler olarak iki grupta incelenebilir. Hiperplastik epiteliyal degisiklikler bir
uyarana kargi ya da bir incinme sonucu ortaya ¢ikarlar ve reaktif bir degigiklik
olarak nitelenirler. Displastik degisiklikler ise, hicrelerin morfolojik gértiinimtnin

malignite ydniinde degdisimi yani atipi ile karakterlidir.

2.1. Terminoloji (3,4,7)

Larinkste gorilebilen reaktif ve prekanserdz epiteliyal degdisiklikleri tanimlayan
terimler baslica sunlardir:

Hiperplazi: Hicre sayisinin artmasi ile paralel giden mukoza epiteli
kalinlasmasidir. Sitolojik atipi eslik etmez. Infeksiyonlarda, reaktif olaylarda
izlenebilir.

Psédoepitelyomatéz hiperplazi: Maligniteye iligkin sitolojik bulgu icermeyen,
skuamoz epitelin asiri derecede reaktif ve reparatif blylimesidir.

Keratozis: Mukoza epiteli yuzeyinde keratin tabakasinin varligidir. Bu keratin
tabakasinin iginde nukleuslar da varsa ‘parakeratozis’ adini alir. Larinkste
hiperkeratoz sigara igimiyle iligkilidir ve kord vokallerde izlenir. Klinik olarak, alttaki
stromada artmisg belirgin vaskilarite ile birlikte mukoza beyaz, kalinlasmis
géranamdedir.

Diskeratozis: Epitel hicrelerin anormal keratinizasyonudur. Displastik
lezyonlarda ve karsinomlarda izlenir.

Koilositozis: Skuamdz hucrelerdeki sitoplazmik vakuolizasyonu tanimlar.
Hucreler kdseli, pleomorfik ve hiperkromatik niikleusludur. Bu hiicreler genellikle
superfisiyel epiteliyal tabakada izlenir. Human papilloma virisid (HPV)
enfeksiyonunu tanimlayici bir bulgudur.

Displazi: Hucre morfolojisinde malignite yéniinde degisimi yansitan gérinim
(atipi) ve anormal hiicre maturasyonunu yansitir.

Mikoéz membranlardaki beyaz lezyonlari tanimlayan "Iékoplaki" ve kirmizi
lezyonlar belirleyen "eritroplaki" terimleri klinik terimler olup, yukarida tanimlanan
mikroskopik terimlerle higbir sekilde parallellik tasimamaktadir. Klinik olarak




eritroplaki olarak degerlendirilen lezyonlarin altinda bir malign timérin yatma

olasiligi daha yliksek ise de tani igin mikroskopik inceleme temeldir.

2.2. Epiteliyal hiperplastik-displastik lezyonlar

Larinksin invaziv karsinoma ilerleyebilen epiteliyal hiperplastik-displastik
iezyonlarl, en sik olarak kord vokal ve interaritenoid alanda izlenir (8). Bu
lezyonlar daha ¢ok orta-yagli sigara icen erkeklerde gorilir. Bu hastalarda
genellikle kizarikiik, kalinlagma, &dem, keratinizasyon ya da Ulserasyon gibi
laringoskopik bulgular igeren kronik larinjitis semptomlari vardir (9).

Laringeal patolojide, displazi terimi sikga kullaniimaktadir. Histomorfolojik
olarak epitelin hiicresel ve yaplsal‘degisikliklerini yansitir (8). Bunlar; damla bigimli
reteler, bazal hlcre hiperplazisi, bazal hicre polaritesinin kaybi, hiicresel
pleomorfizm, mitotik figlirlerde artis, diskeratoz, hiicresel kohezyonun azalmasi ve
epiteliyal stratifikasyonun kaybidir (10). Premalign ile es tutulan displazi terimi
1949 yilinda Papanicolaou tarafindan serviks uteri patolojisinde kullaniimigtir (8).

Laringolojide displazi terimi ise; 1974 yilinda Toronto’lda yapilan Laringeal
Kanserin Yuzyil Konferansi'nda (Centennial Conference on Laryngeal Cancer)
kullaniimaya baslanmistir. Ayni zamanda laringolojide, displazi terimi yerine
kullanilmak Uzere skuamdz intraepiteliyal neoplazi (SIN) ve laringeal intraepiteliyal
neoplazi (LIN) terimleri icin 6neriler de vardir (8).

Degisik derecelerde displazi igeren olgularda, displazi ile daha sonra
gelismesi olasi invaziv karsinom arasindaki iliski ilk kez 1930 yilinda
tanimlanmigtir.  Arastirmacilar yaptiklar galismalarla displastik degisikligin
derecesi ile gelisebilecek olasi karsinom sikli§i arasindaki genel korelasyonu
gbzlemlemiglerdir. Oral kavitedeki lezyonlar igin bu oran % 7-36 iken, laringeal
lezyonlarda % 8-29'dur (4).




3. LARINGEAL EPITELIYAL HIPERPLASTIK-DISPLASTIK LEZYONLARDA
ETYOPATOGENEZ (11-13)

3.1. Biyolojik faktérler

Cinsiyet. Genelde erkeklerde insidans kadiniara gbére 10 kat yUksektir.
Siyahlarda beyazlara gére daha yaygindir. Yetigkinlerde daha siktir.

Diyet. Vitamin A yetmezligi laringeal mukozanin® skuamdz epitelyal
metaplazisine neden olabilir. Vitamin C, E, beta karoten, riboflavin, demir, ginko,
selenyum yetmezligi epitelyal hiperplastik lezyon ve olasi karsinom geligsim riskini
arttirir. Ayrica, karsinogenezisin degdisik evrelerinin antioksidanlar ile inhibe
edilebilecegi ileri striimektedir. Yapilan ¢galismalarda; laringeal kanserli hastalarda
meyve, yesillik ve glnlik sit tuketiminin az oldugu gézlemlenmistir.

Lokal irritasyon faktérleri; Nazal solumanin baskilanmasi, laringeal
mukozanin irritasyonuna neden olan soguk hava, toz ve mikroorganizmalarin
girisine neden olur. Burun, rinofarinks sinusleri ve faringotonsilin kronik
enfeksiyonu reaktive olarak larinkse yayilir.

3.2. Koéti ahigkanhkiar

Sigara: Tek bagina ya da alkol ile birlikte, karsinom ve sigara tlketimi
arasindaki iligki iyi bilinmektedir. Otopsi galismalan sigara tiiketimi ile displazi
arasindaki gugli iliskiyi gostermistir. Gunde yirmiden ¢ok sigara icenlerin %
47.2'sinde laringeal mukozada displazi izlenmistir. Glnde ondan az sigara
icenlerde ise % 12.4 oraninda bir risk bulunmaktadir (14). Sugar ve ark (15) p53
anormalliklerinin Human papilloma virisden (HPV) ¢ok, sigara i¢imiyle indlklenen
mutajenlerle iligkili oldugunu géstermislerdir. Sigara iligkili kanser riski, sigaranin
polisiklik aromatik hidrokarbon gibi 30 degigik karsinojenik yaplyi igermesiyle
agiklanmaktadir. Aynca filtresiz sigara igimi daha ylksek oranda tlimérojenik
etkilerle kargilasmaya ve sonugta kanser gelisiminde artan bir riske neden
olmaktadir.

Alkol: Larinksin displastik lezyonlari ile alkol arasindaki ilk iligki 1921 yilinda
Garel tarafindan tanimlanmisgtir. Alkol vaskiler sistemde direkt ve indirekt etkiye




sahiptir. Alkol bagimlilarinda, larinksin posterior ve superior bélumlerinde kronik
konjesyon gozlenmistir. Klinik olarak, kronik alkol tiketimi ve laringeal kanser riski
arasindaki iliski uzun yillar boyunca gézlemlenmis ve bu gdzlemier ¢ok sayidaki
epidemiyolojik calismalaria desteklenmistir. Gegmiste laringeal kanser gelisiminde,
alkollin sigara icenlerde arttirici bir risk faktor oldugu belirtilirken, yakin zamanda
yapilan ¢aligmalarda alkolin kanser gelisiminde bagimsiz risk faktéru oldugunu
gosterir kanitlar elde edilmistir. Ayrica, kronik alkol tiketimi, siklikla malnutrisyon
ve tlimor koruyucu vitamin ve minerallerin kaybi ile iligkilidir.

Sesin kéti kullaniimasi. Cesitli arastlrmé\CIlar displazi nedenleri arasinda
sesin kotl kullaniimasinin patogenetik 6nemini tanimlamislarsa da bu konu agiklik

kazanmamistir.

3.3. Cevresel faktorler ,
Toksik gaz, mineral ve hayvansal tozlar displaziye neden olabilecek baslica
cevresel faktorlerdir.

3.4. Sosyal durum:

Cesitli epidemiyolojik caligmalarda sosyoekonomik durum ile laringeal kanser
arasindaki iliski arastirlmistir. Calismalar sonucunda distk editim dizeyinde
olanlarda sagliksiz ortamlar yanisira, sigara ve alkol tuketiminin de daha gok
olmasindan dolayi kanser geligsim riskinin daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir.
3.5. Meslek:

Organik-inorganik kimyasal etkenler, asbestozis, iyonize radyasyon, gesitli

metal tuzlaryla kargilagsma laringeal karsinomla iligkili olarak bulunmusgtur.

3.6. Human papillomavirus (HPV):

Cok sayidaki deneysel ve klinik galigmalar, human papilloma virlis tiplerinin
malignite geligsiminde etyolojik role sahip olduklarini goéstermistir.  Human
papilloma virus laringeal papillom ve karsinom ile iligkilidir. Virusun 80'den fazla tipi
tanimlanmugtir. Elde edilen veriler Human papilloma virlis antijen ekspresyonunun
immundokukimyasai olarak goésterilmesine ve DNA hibridizasyon ¢alismalarina




dayanmaktadir. Laringeal verrikdéz karsinom geligiminde HPV-16 sorumiu
tutulurken, nonverrikéz karsinomlarda HPV 6, 11 ve 16 sorumlu tutulmaktadir (14-
16). Sarioglu ve ark. nin (17) galismasinda laringeal skuaméz hiicreli karsinom
olgularinda timére komsu mukozada immundokukimyasal ydntemle human
papilloma virlist gdsterilmistir.

4. LARINGEAL EPIYELIYAL HIPERPLASTIK-DISPLASTIK LEZYONLARIN
SINIFLANDIRMASI VE TARIHGESI

Laringeal epiteliyal hiperplastik-displastik lezyonlar degdisik risk gruplarina gore
derecelendiriimesine karsin, bu lezyonlarin histolojik Ozellikleri ve biyolojik
davraniglar arasindaki iligkinin her zaman uyumlu olmamasina bagh olarak
guglikler ortaya c¢ikmaktadir. Bu nedenle, ‘kaynaklarda laringeal epiteliyal
hiperplastik lezyonlaria iligkili 20’den ¢ok siniflandirma olmasi dogaldir (8). Cesitli
arastirmacilar  degisik histomorfolojik  kriterleri  kullanarak bu lezyonlar
siniflandirmiglardir (8,18):

Bir grupta yer alan arastirmacilar kalinlasmig keratinize tabakayi ele
almaktadir. '

Diger bir grupta ise keratinize tabakanin varhdi ya da kalinliginin yanisira,
hicresel atipi derecesinin degerlendiriimesini de ele alan aragtirmacilar
bulunmaktadir.

Diger bir grup ise epiteliyal hiperplazi ve hticresel atipi derecesini birlikte ele
almay yeglemektedir.

Bir grup aragtirmaci (19) keratozu, atipisiz ve atipili keratoz olarak
siniflandirirken, érnegin Crissman (20) keratozu 3 dereceye ayirmigtir (Tablo 1).




Tablo I. Crissman’in keratoz derecelendirme olgutleri (20)

1. Hafif keratozis (derece )
Hiperkeratozis
Akantozis .
Hafif psédoepitelyomatdz hiperplazi
Tek hicre atipisi yok
2. Orta derecede keratozis (derece )
Hafif keratozdaki degisikliklere ek olarak;
Parakeratozun eglik ettigi 'ya da etmedigi hiperkeratéz
Belirgin psddoepitelyomatdz hiperplazi
Hafif tek hicre atipisi
3. Siddetli keratozis (derece 111)
Hafif ve orta derecede keratozdaki degisikliklere ek olarak;
Immatiir hiicrelerin proliferasyonu
Belirgin diskeratoz
Belirgin selltler atipi, mitoz
Epitelde matirasyon kaybi
Bozulmus mozaik patern

1963 yilinda Kleinsasser tarafindan yapilan siniflandirmada displastik lezyonlar

tg farkl sekilde derecelendirilmistir (11) (Tablo Ii):
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Tablo II. Kleinsasser’in displazi derecelendirme dlgltleri

Derece I: displazi, mitoz ve hicresel atipi yoklugunda, farkh derecelerde
keratozun eslik ettigi basit hiperplazi.

Derece Il: displazi ve hiicresel atipi ile birlikte keratozun eslik ettigi ya da
keratozun eslik etmedidi hiperplazi. Hicrelerde polarite kaybi izlenir; hicreler
hiperkromazi gdsteren genis nikleus igerir.

Derece lll: kanserizasyon. Hicresel atipi tim epitel tabakalarinda izienir

LY

(karsinoma in situ).

1971-1982 yillari arasinda ise bir grup aragtirmaci Kambic-Lenart
siniflandirmasini  kullanmigtir. Bu siniflandirmaya gére epiteliyal hiperplastik-
displastik lezyonlar dort gruba ayriimaktadir (18,21) (Tablo Il1):

Tablo I1ll. Kambic-Lenart siniflandirmasina goére epiteliyal hiperplastik

lezyonlarin derecelendirme olcutleri.

Basit hiperplazi: Malpighian hicrelerin godalmasina bagl olarak kalinlasmis
epitel ile karakterlidir. Bazal tabaka dlizgiin ve 1-2 bazal hiicre sirasi icermektedir.

Anormal hiperplazi: Cogalmis olan bazal hicre benzeri hiicreler epitel
kalinh@imnin yarisini gegmistir. Belirgin nikleer ve hiicresel atipi izlenmez. Ender
- olarak diskeratotik hicreler izlenir. ’

Atipik hiperplazi (riskli epitel): Tim hiperplastik epitel hilcreleri bazal hiicre
benzeri &zelliktedir. Nikleus / sitoplazma orani artmistir ve hiicreler belirgin
nikleol iceren hafif hiperkromatik nikleusa sahiptir. Seyrek mitoz ve diskeratotik
hicreler, tim epitel kalinh§i boyunca gozlenir.

Karsinom (intraepiteliyal ve invaziv).

Hellquist ve ark. displazi derecelendiriimesini su sekilde siniflandirmiglardir
(19,22,23):
m hafif displazinin eslik ettidi ya da eslik etmedigi hiperplazi ve/ veya keratoz

m orta derecede displazi
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m siddetli displazi ve in situ karsinoma. ,

1982-1987 yillan arasinda ise; gesitli arastirmacilar jinekolojik patolojideki
analoglarina benzer siniflandirma yapmusglardir (11):

Birinci grup kansere ilerleme riski olmayan lezyoniardir. Bazal hicrelerin
hiperplazisi, basit keratinizasyon ve akantoz ile nitelenen Iézyonlan icerir.

Ikinci grup ise laringeal intraepiteliyal neoplazi (LIN) ad altinda gruplandirilan
displazi ve in situ karsinomu igerir. Laringeal intraepiteliyal neoplazi LIN I-hafif
'displazi; LIN [I- orta derecede displazi; LIN lll-giddetli displazi ve in situ karsinoma
olarak ayriimistir (11). Bu sinflandirma dogru bir yorumlamayla uygulanabilir,
ancak tani igin histomorfolojik 6I‘g:l'jtler tam olarak kesin degildir ve o6zneldir.
Nukleer atipi LIN I'de ‘minimal’ olarak, LIN II'de ‘belirgin’ olarak, LIN IlI'de ‘daha
belirgin’ olarak tanimlanmistir (24).

Larinksin skuamd&z htcre displazisi, hafif ve orta dereceli displazilerin
potansiyel olarak reversibl lezyoniar olduguna inanildiindan, ilk Dinya Saglik
Orgiitt  (DSO) siniflandirmasinda  (Shanmugaratnam,1978) timér benzeri
lezyonlar arasinda siniflandiriimistir. Oysa displazi; artan derecesiyle potansiyel
olarak malign olan prekanseréz bir lezyondur. Bu nedenle DSO'niin son
siniflandirmasinda epiteliyal timor ve prekanseréz lezyonlar grubuna alimistir
(25).

DSO 1991 siniflandirmasina gére laringeal epiteliyal displastik lezyonlar su
sekilde gruplandiriimistir (26,27):

Displazi Derece | (hafif displazi): Nukleer anormallikler hafiftir ve epitelin
bazal tabakasinda belirgindir. Hicrelerin matiirasyon ve stratifikasyon gosterdigi
Ust tabakalarda bu anormallikler minimaldir. Cok az mitoz parabazal tabakada
izlenir. Anormal mitoz yoktur. Keratoz ve kronik enflamasyon genellikle vardir.

Displazi Derece Il (orta derecede displazi): Nikleer anormallikler hafif
displaziye gore daha belirgindir. Nikleolus belirgin olmaya basglar. Bu degisiklikler
2/3 alt epitel kaliniginda belirgindir. Orta derecede niikleer anormallikler yizeye
dogru ilerler. Ancak hiicre matiirasyonu ve strafikasyon Ust tabakalarda vardir.
Mitoz parabazal ve intermedier tabakada izlenir. Anormal mitoz yoktur. Lezyon
keratozla birlikte olabilir. '
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Displazi Derece Il (siddetli displazi): Epitelde belirgin nikleer anormallikler ve
epitel kalinhiginin 2/3'Gnden fazlasini tutan matlrasyon kaybi izienir. Nikleer
pleomorfizm yaygindir ve hicrelerin bazilarinda nikleus garip bigimler gdsterir.
Bazi alanlarda nikleolus oldukga belirgin olabilir. Nukleuslar hiperkromatiktir.
Mitoz epitelin Ust kisimlarinda da bulunur. Anormal mitoz izlenebilir. Stperfisyel
tabakadaki hucrelerin baznarlnda matlirasyon ve stratifikasyon varligi lezyonun
karsinoma in situdan ayirmada yardimci olur ve S|kI|kIa keratozla birliktedir.

In situ karsinoma: Mikroskopik Olcltler serviks uteride uygulananlara
benzerdir. Ylzey matiirasyonu olmaksizin tim epitel boyunca atipik degisikliklerin
saptanmasi gerekmektedir. Tani igin gerekli olan élgutleri agmak gerekirse; tim
epitel boyunca normal hicresel stratifikasyonun kaybi, koyu nikleuslu kugik
yuvarlak-oval ya da igsi bigimli immatlr htcrelerin varligi, epitelin st kisimlarinda
da mitoz ve anormal mitozun izlenmesi ve bu intraepitelyal proliferasyona karsin
alttaki bazal membranin saglam olmasi yani invazyonun izlenmemesi
gerekmektedir (28).

Basit skuam6z hicre hiperplazisinde ise epitel, hiicre artisi sonucu
kalinlagsmistir. Matlrasyonda herhangi bir degisiklik izlenmez. Bu terim DSO 1991
siniflandirmasinda ayri olarak tiimér benzeri lezyonlar arasinda tanimlanmistir.

Bu siniflandirma servikal skuaméz intraepiteliyal lezyonlar (CIN) igin
kullanilan siniflandirmaya benzerlik géstermek}edir. Hafif displazi (CIN 1), orta
derecede displazi (CIN 1), siddetli displazi (CIN Ill) ve karsinoma in situ (CIN [II).
Ancak servikal prekanserfz lezyonlarin siniflandirma sisteminin laringeal
prekanseréz lezyonlar igin uygun olmadiini savunan arastirmacilar vardir.
Laringeal mukoza g&ézetim ve biyopsi igin serviks uteriden daha az ulasilabilir
lokalizasyondadir. Ek olarak, kanser6z degisiklik tasiyan alanlarin
uzaklastinimasini saglayan ve boylece invaziv ve preinvaziv karsinom arasinda
ayrim gereksinimini azaltan (servikal ‘cone’ benzeri) operasyonlar laringeal
mukozaya uygulanamaz. Yukaridaki bilgiler dogrultusunda arastirmacilar 1997
yilinda Ljubljana’da larinksin epiteliyal hiperplastik-displastik lezyonlari igin yeni bir
siniflandirma 6nermiglerdir (26). Bu siniflandirmada tanimlanan lezyonlar ve tani
olghtleri sunlardir:
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Basit hiperplazi: Laringeal epitelin normal paterninin korundugu benign
hiperplastik lezyondur.

Olctitler: Malpighi tabakasinin artigina bagl olarak epitel kalinlagmigtir. Bazal
ve parabazal alandaki hiicresel komponent degismemistir. Hlicresel atipi izlenmez.

Anormal hiperplazi: Bazal ya da parabazal tabakanin benign
kalinlagmasidir. Bunlar normalde bazal tabaka lizerinde bir-iki hiicre tabakasindan
olugurlar. Bazal tabakadaki hlicrelerden daha fazla sitoplazmaya sahiptirler.

Olgtitler: Stratifikasyon normal skuaméz epitelin bir 6zelligidir. Ust kisimdaki
keratozun varligi ya da yoklugu stratifikasyonla iliski géstermemektedir. Keratoz
normal epitel, basit, anormal, atipik hiperplazi ve karsinoma in situda da
bulunabilir. Burada 6énemli olan ‘stratifikasyonun anormal hiperplazide timuyle
korunmus olmasidir.

Bazal ve parabazal hicreler total epitel kalinliginin yarisini icerecek derecede
gogalmigtir. Nadir vakalarda epitelin belirgin nikleer degisiklik igermeyen
hiperplastik htcrelerden olustugu izlenebilir. Cogalan bazal ve parabazal
tabakadaki hucrelerin niikleuslari orta derecede genislemistir. Ancak niikleer
kromatin uniform dagilimini korumaktadir.

Nadiren mitoz bulunur; her zaman tipik olup bazal tabakaya yakin izlenirler.
Cok az olguda epiteliyal hiicrelerin % 5'inden azi diskeratotiktir.

Atipik (riskli) hiperplazi: Epiteliyal hicrelerde malignite yéniinde
tanimlanabilir degisiklikler vardir. Ancak bu degisiklikler karsinom hiicrelerindeki
kadar giddetli degildir.

Olgiitler: Epiteliyal tabakada stratifikasyonun korundugu izlenir. Bir gok epitel
hiicresinin niikleusu atipik degisiklikler gosterir. Niikleuslar geniglemistir. Nikleer
membran, boyanma yogunlugundaki degisikliklerle birlikte, irregllerdir. Niikleolus
sayica artmigtir, baytklik bakimindan ve artmig boyanma yoduniugu ile birlikte
belirgindir. Nikleus / sitoplazma orani artmigtir. Mitoz artmigtir, ancak gok sayida
degildir. Bazal membran Usttinde epitel kalinhginin 2/3'inde izlenmektedir. Seyrek
anormal formlar izlenir. Diskeratotik hicreler siktir. Hiyalin eozinofilik sitoplazmalt
ve piknotik nikleuslu (apoptotik epiteliyal hiicreler) (Civatte cisimcikleri) izlenebilir.

Lezyon bazi olgularda iki gruba ayrilabilir:

a- bazal hicre tipi
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b- spinal hicre tipi

in situ karsinom: Epitel invazyon yapmaksizin karsinom ézelliklerini gdsterir.

Olgditler: Ug farkh ézellik vardir.

a- Epitelin stratifikasyon kaybi. Ug-bes tabaka horizontal olarak stratifiyedir, sikiikla
kompresedir ve bazen kornifiye hiicreler yiizeyi 6rtebilir. Ancak bu degisikliklerin
varligi taniy! etkilemez.

b- Atipik hiperplazide bulunan belirgin hicresel degisiklikler oldukga ileri
derecededir. Hiicreler invaziv karsinomun bazi formlarindaki hiicrelere benzerler.
c- Mitoz ¢ok sayida olup, bir blyiik blyitme alaninda besten fazladir. Tim epitel
kalinhidi boyunca izlenir. Anormal mitoz siklikla vardir. Civatte cisimcikleri olabilir.

Epitelyal hiperplastik degisiklikiere siklikla,stromal 6édem, fibrozis, vaskiler
anormallikler gibi degisiklikler de eslik edebilir.

Bu siniflandirmalar arasinda g6ze c¢arpan farkhliklardan birisi in situ
karsinomun farkll olarak degerlendiriimesidir. Kleinsasser (1988) siddetli displazi
ve in situ karsinomu tek grup olarak tanimlayan ilk kisidir. iki grup arasinda ayrimin
gerekli olmadigini disinmustir. Cunkd her iki lezyon preinvaziv gelisim sirasinda
farklilagma agisindan gok az degisiklik igerir ve her iki lezyon da mikroinvaziv evre
sonrasi invaziv karsinoma ilerleme gésterir (29).

DSO siniflamas! siddetli displazi ve karsinoma in situyu ve Ljubljana
siniflamasi atipik hiperplazi (ATH) ile karsinoma in situyu histomorfolojik
Ozelliklerinden dolayi iki farkli antite olarak kabul etmektedir. Karsinoma in situ
tanisinda en yardimci 6lgutler, tum epitel tabakas! boyunca hiicresel atipi, atipik
mitoz ve mukozal epitelin Ust kisminda mitoz izlenmesidir (29). DSO ve Ljubljana
siniflandirmalarinin karsilastirmasi Tablo 1V'de yer almaktadir.

Michaels (1997) yaptidi bir galismada atipik hiperplazi ve in situ karsinomun
farkli lezyonlar oldugunu gosterir sonuglar elde etmistir. Iki lezyon arasindaki
ayinmda anormal mitotik figtir, mitotik aktivite, niikleer polimorfizm, selliiler atipi ve
diskeratozun en yararli kriterler oldugunu saptamigtir. Calismasinda, atipik
hiperplazili olgularin daha iyi prognoza sahip oldugu ve tedavilerinin in situ
karsinom olgularindan daha farkli oldugunu vurgulamistir. Atipik hiperplazide
eksizyon yeterli iken karsinoma in situda daha radikal tedavi ya da radyoterapi
gereklidir. Bununla birlikte her iki lezyon yakin izleme alinmalidir (21).
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Tablo IV: Invaziv karsinom gelisiminde risk tasiyan prekanserdz lezyonlarin DSO

ve Ljubljana siniflamalarina gére karsilagtirilmasi (26) *

N

DSO Ljubljana
Basit hiperplazi

Benign Basit skuamoz hiicre hiperplazisi . i
Anormal hiperplazi

Invaziv karsinom geligiminde i i
) ) Displazi, derece | ; o )
Bir miktar risk tagtyan i ) Atipik hiperplazi
. Displazi, derece I
Prekanser6z lezyonlar

Invaziv karsinom gelisiminde | .
o . Displazi, derece | . o
Yiksek riskli prekanserz i o Karsinoma in situ
‘Karsinoma in situ
Lezyonlar

* DSO ve Ljubljana siniflandirmalari arasinda dogrudan bir iliski bulunmamaktadir. Bu

tablo yalnizca iki siniflama arasindaki benzerlikleri yansitmaktadir.

Simdiye kadar belirtilen siniflandirmalarda kullanilan morfolojik ozellikler
siklikla tanimlayicidir. Nukleer atipi, hiperkromazi gibi 6zellikler rutin histoloji icin
kantitatif degildir. Basit morfolojik degerlendirmeden elde edilenden daha iyi bir
uygulanabilirlik ve nesnellik, kantitatif histopatolojik yontemlerle saglanabilir.
Birka¢ kantitatif histopatolojik yéntem kesin tani igin uygulanmigtir. Planimetrik
morfometri ve DNA-6lgimi en sik kullanilan yéntemler arasinda yer almistir
(10,30,31).

Yakin zamanda bir grup arastirmaci (32) analitik ve kantitatif yontemleri
kullanarak larinks karsinomunda prognostik faktorleri arastirmiglardir. Bu
morfometrik parametrelere gore larinksin atipili hiperplastik lezyonlari, daha sonra
karsinom geligen ve gelismeyen olgular olarak iki gruba ayrilirlar. Bu ¢alismada
kullanilan parametreler; nikleer alan, nikleer perimetre, nikleer 6lgim, nlkleer
bicim ve nikleer oryantasyonun ortalama ve ‘standart deviasyonu ile epiteliyal
kalinhdin ortalamasidir.
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Resta ve ark (24) larinksin normal, preneoplastik ve neoplastik epitelinin
bazal tabakasina yonelik analitk morfometrik c¢aligma yapmsglardir,
Karsinogenezis sirasinda laringeal epitel hlcrelerinin blylklik ve sekillerinde
degisiklik miktarini 6lgmek amacina yonelik bu galismada, normal ve displastik
niikleuslarda belirgin bir farklilk izlenmezken, karsinomatdz niikleuslarda anlamh
bir blyime saptanmigtir.

5. LARINGEAL EPITELIYAL HIPERPLASTIK-DISPLASTIK LEZYONLARDA
OBJEKTIF BELIRLEYICILERIN YERI

Skuaméz hiicreli karsinom larinksin en 6nemli neoplazmidir ve prekanserdz
lezyonlardan gelismektedir. Kaynaklarda bu konu ile ilgili veriler az oldugu igin,
preneoplastik lezyonlarin insidansini belirlemek oldukga zordur (33).

Laringeal displastik lezyonlarin malign transformasyon orani % 1.5 ile % 52.9
arasinda degismektedir (9,33). Displazinin yanhzca mikroskopik olarak
degeriendiriimesi bazi yanlis pozitif ve daha gok da yanlis negatif sonuclara yol
agmaktadir (10). Daha nesnel bir degerlendirmeye ve lezyonlarin neoplastik
potansiyelini belirlemek icin yeni histolojik belirleyicilere gereksinim vardir (33).

Hicre kinetik bilgisi histolojik olarak tiimér siniflandirmasina dayanan yararli
bir yardimc! olabilir ve nonneoplastik durumlarin anlasiimasina olanak saglayabilir.
Hucresel proliferasyon en genis biyolojik olaylardan biridir. Farkli yontemier degisik
ybnlerdeki hicre siklusunu olgmek igin dqnenmi$ ve hicrelerin biyolojik
davraniglarina bu o&lgimleri iligkilendirmek igin uygulanmigtir. Bu yéntemler
arasinda kullanilanlar mitoz sayimi, timidin baglama indeksi, niikleer organize
alanlar (NOR), mikrospektrofotometrik DNA &lgimu, flow sitometri ve nikleer
proliferasyonla iligkili antijenlerin immundokukimyasal gésterimidir (10,30,34,35).

Bracko’nun bir galismasinda (36) flow sitometri araciliiyla laringeal epiteliyal
hiperplastik lezyonlarin anormal DNA igerigine sahip olduklari ve bu bulgularin
displazi ya da atipi derecesiyle iligkili olduklari belirtiimistir.

Yakin zamanda proliferasyonia iliskili antijenlere karsi antikorlar kullanilarak,
immundokukimyasal boyamayla bliylime fraksiyonu belirlenmesi yaygin olarak
uygulanmaktadir. Hucre proliferasyonunu degerlendiren immundokukimyasal
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yontemler uygulamadaki kolaylik ve sonuglarin daha hizli elde edilmesi nedeniyle
diger yontemlerden daha avantajlidir. Anti-RCNA (proliferating cell nuclear
antigen) ve Ki-67, proliferatif aktivite dederlendiriimesinde en yaygin kullanilan iki
antikordur. PCNA, DNA polimeraz-delta’nin yardimci proteinidir. Deneysel
galismalar PCNA ekspresyonunun hicre siklusunun S fazina sinirlt oldugunu
gostermistir (30,37). Ki-67 Go ve erken G1 fazi diginda hiicre siklusunun tim
fazlarinda eksprese edilen yliksek molekil agirlikli bir proteindir. Ki-67 monoklonal
antikoru 1983'de Gerdes ve ark. lar tarafindan dGretilmistir (38-41). Cesitli
calismalarda Ki-67 immunreaktivitesi ile hilicresel proliferasyonun diger
belirleyicileri arasinda anlamli iligki saptanmigtir (12,42).

Yiksek proliferatif indeksli timérlerin daha agresif ve daha yuksek metastatik
potansiyele sahip oldugunu goésterir kanitlar vardir. Kaynaklardaki ¢alismalar Ki-67
ekspresyonunun &zefagus, larinks ve oral epitelin preneoplastik lezyonlarinda
displastik degisikliklerin giddetiyle artis gosterdigini ortaya g¢ikarmistir (43,44).
Ornegin vulvar intraepiteliyal neoplaziler (VIN) epiteldeki displastik degisikliklerin
siddetine gore VIN 1, VIN 2 ve VIN 3 olarak g dereceye ayriimigtir. Buna karsin,
Beurden ve ark. nin (45) calismasinda Ki-67 ekspresyon sonuglarina gére bu
lezyonlarin, "disuk dereceli skuaméz intraepiteliyal neoplazi" ve "ylksek dereceli
skuamdz intraepiteliyal neoplazi" olarak derecelendiriimesinin gerektigi sonucuna
variimigtir.

Genetik faktorler karsinogenezisde 6nemli rol oynar. Natural genler ya da
protoonkogenler aktif onkogen haline gelebilir (33). Ziatko ve ark (46) oral kavitede
hiperplazi, displazi ve karsinom gelisimini genetik hasar birikimiyle agiklamaktadir.
Genetik hasar birikimleri olarak protoonkogen mutasyonu, gen amplifikasyonu,
kromozom kiriimasi, translokasyon, protoonkogen overekspresyonu ve timor
supresOr gen kaybi ele alinmigtir. Malign' timdrlerde en iyi bilinen genetik
degisikliklerden biri, p53 timér supresér geninin mutasyonudur (33,42,43). p53
geni 17. kromozomun kisa kolunda (17p) lokalize olan, 393 aminoasit protein ile
kodlanan ve timérlerde en sik mutasyona ugrayan gendir. p53 proteini hiicre
proliferasyonunun kontroliinde, DNA onarim ve sentezinde, programlanmis hlcre
6liminde (apoptozis) rol oynar. DNA hasari, hipoksi ve diger streslerde hiicre
siklusunu G1 fazinda durdurdugu igin insan genomunun koruyucusu olarak kabul
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edilmektedir (41,47-50). Normal p53 proteini ¢ok kisa yari é6mre sahiptir (6-20 dk).
Normal olarak konvansiyonel immundokukimyasal ydntemlerle saptanabilecek
diizeyde hticrelerde birikmez. Bu gendeki birgcok mutasyonlar yarilanma émrind 6
saata kadar uzatan degisikliklere neden olur (35,50,51). p53, hticre siklusunun G1

fazinda santral rol oynar. p53, genotoksik streslere karsi transkripsiyonel olarak
p21 genini aktive eder. p21 geni siklin badimli kinazi inhibe eder ve bdylelikle
G1'de hiicre siklusunu bloke eder. Eger DNA hasarlanmasi onarilamazsa p53,

Bax artimiyla ve bcl-2 protein ekspresyonunun ;zalmaSIyIa induklenen programl

hicre 6lumind baglatir. Bu p53 reglle yollar siklikla gen mutasyonlariyla ve
tumdérogenezisin erken evresinde viral ya da hicresel proteinlere baglanmayla
inaktive edilir (44,52).

p53 proteinin overekspresyonu malign ve premalign skuamdz epitelde
tanimlanmigtir. Bag-boyun karsinomlarinin multistep karsinogenez progesinde p53
gen degisiklikleri en iyi ve en ¢ok incelenen konu olmustur. Cesitli calismalarin
sonuglart p53 gen degisikliklerinin bas-boyun skuamoz hicreli karsinom
gelisiminde erken bir belirleyici olabilecegini gdstermektedir (15,35,42,48).

Cesitli calismalarla genetik hasarlarin, larinks timérogenezisinin gesitli
evrelerinde biriktigi gosterilmigtir. Bu hasarlar siklikla hiicre siklus regulasyonunu
kapsayan genleri etkiler (44).

Immundokukimyasal yaklagimin laringeal timérlerde hiicre siklusunu regile
eden gen degisikliklerini saptamada yararli bir\ yéntem olabilecegi gézlenmistir.
p53’lin sadece infiltratif timérlerde degil, ayni zamanda komsu preneoplastik
lezyonlarda ve histolojik olarak normal mukozada da bulundugu izlenmistir. Ayrica,
p53 overekspresyonunun invaziv karsinoma ilerleme gésteren displaziyle iligkili
olabilecegi bulunmugtur. Bu veriler immundokukimyasal analizin, displastik
lezyonlarin ~ karsinoma  ilerlemesini  belilemede  geleneksel histolojik
degerlendirmeden daha glivenilir oldugunu géstermektedir (53-55).

Bir kanserin baglangici, blylimesi ve yayllmasi yalnizca hiicre
proliferasyonuna bagli degildir; ayni zamanda konakg! dokunun duyarliliina da
baghdir. Kanserin invazyon ve metastaz yapmasi igin timor hiicreleri ile damarlar,
immun sistem ve konnektif doku arasinda énemli etkilesimler olmaktadir (56).
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Anjiogenezis yeni kan damari olusumu anlamina gelir ve embriyogenez, yara
iyilesmesi, immun reaksiyonlar ve timérogenezde meydana gelen 6nemli bir
olaydir. Ornegin, Folkman (57) organ kiltirinde, tumérlerin vaskularizasyon
yoklugunda sadece 1-2 mm boyuta kadar buylyebileceklerini gdstermistir.
Bununla birlikte, bu nodiiller dokuya implante edildiginde, gévre konakgi dokudan
kan destedi ve ardindan buyime meydana gelir.

Insanlarda birgok tiimér neovaskularizasyon olmadan aylar-yillar iginde in situ
halde kalir ve timérde subgrup hiicreler anjiogenik fenotip igin harekete gegtiginde
vaskularizasyon meydana gelir. Prevaskller donemde tGmérin boyutu genelde 3
mm¥den kugulktir. Bdyle asemptomatik lezyonlar érnek olarak mesane, meme,
serviks, deri karsinomlarinda izlenebilir (58).

Tumérler anjiogenezi direkt olarak anjiogenik maddeler salgilayarak ya da
ekstraselliler matrikste bulunan anjiogenik bilesikleri aktive ederek gergeklestirir.
Tumérle iligkili vaskuilariteyi timort infiltre eden lenfositler, makrofajlar, mast
hicreleri tarafindan salgilanan anjiogenik maddeler de arttirabilir (59 ).

Normal kosullarda vicuttaki endotel hiicrelerinin % 0.01'i aktiftir. Dusik
dizeydeki anjiogenik uyaricilar, inhibitorleri ile nétralize edilir. Normal hiicreler
tarafindan inhibitérlerin yliksek dlizeyde salinmasi erigkin dokularda duraganhgi
saglar. Malign hiicrelerde ise uyaricilarin salinimi artarken inhibitérlerin salinimi
azalir (69). Anjiogenetik uyarinin temel hedefi olan damarlar, postkapiller vendtiller
ve klglk terminal venillerdir (60). Yeni damar gelisiminde en azindan dort
basamak s6z konusudur. Bunlar kisaca su sekilde ézetlenebilir:

1- Bir kapiller tomurcuk olugabilmesi i¢in ana damarin bazal membraninin
enzimatik degradasyonu,

2- Endotel hiicrelerin anjiogenik uyari yéninde géga,

3- Go6¢ eden Oncl hicrelerin hemen +ardindaki endotelyal hicrelerin

proliferasyonu,

4-Endotel hdcrelerin  matlrasyonu ve kapiller kanallar bigiminde
organizasyonu (59) .

Anjiogenezin odlcllmesi ve degerlendiriimesi oldukga kompleks bir olaydir.
Timérlerde anjiogenezin prognozla iliskisini arastiran morfometrik ybntemlerde
mikrodamar sayimi ya da damar yilizey yodunlugu Dbelirlenmektedir.
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Mikrodamarlarin yeterli gordlebiimesi- igin  immundokukimyasal boyamalar
yapilmaktadir. Endotel hiicreleri immundokukimyasal boyama ile gdsterilebilen
degisik belirleyiciler salgilamaktadir. Bunlar arasinda Faktor ‘8 related antijen (F8-
RA), ABH kan grubu antijenleri, CD31, CD34, CD36 ve Ulex europaeus aglutunin-
1 yer almaktadir (60). A

CD34 antijeni hematopoetik progenitor hiicre ve vaskiler endotelyal
hiicrelerden eksprese edilen 110 kDa glikozilasyonlu transmembran proteinidir.
Akut I6semilerin % 30-60'inda pozitiftir. Benign endotelyal hiicreler CD34 antijeni
icin reaktivite gosterdiginden dolayr Traweek ve ark. (61) gesitli vaskdiler
neoplazmiarda test etmiglerdir. CD34 vaskiler timérlerin bir cogunda pozitif olarak
saptanmistir. Bu tir galismalarda neoplastik endotelyal hiicrelerin CD34 ile, komsu
benign endotelyal hiicrelerden daha glgli bir boyanma gésterdigi izlenmigtir (61-
64).
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6. AMAG

Laringeal epiteliyal hiperplastik-displastik lezyonlarin tani, tedavi ve prognozu
var olan histolojik degigikliklerle iligkilidir. Halen epiteliyal hiperplastik lezyonlarin
derecelendirmesindeki standart yéntem histolojik incelemedir. Mikrolaringoskop
uygulanimi ve mikrocerrahi histolojik degeriendirme igin daha uygun doku
érneklerinin  eksizyonunu saglar. Larinksin epiteliyal hiperplastik-displastik
lezyonlarinin histolojik tanisi ile ilgili zorluklarin baginda terminolojik uniformitenin
bulunmayisi ve varolan terimlerin birbirleriyle uyusmamasi gelir. Cesitli yazarlar
benzer kiinik ve histolojik degisiklikleri farkli terimlerle tanimlarlar. Ornek olarak,
laringologlar ve patologlar I6koplaki, keratoz ya da hiperkeratoz terimlerini farkli
anlamiarda kullanirlar.

Laringeal epiteliyal hiperplastik-displastik lezyonlari siniflandirmak igin
mikroskopik anormalliklerin kesin ve tutarl bir bigimde degerlendiriimesi gerexir.
Lezyonlarin histolojik ézellikleri ve biyolojik davraniglari arasindaki iligkinin her
zaman uyumlu olmamasina bagl olarak bazi guglikler ortaya g¢ikmaktadir. Bu
nedenle, kaynaklarda epiteliyal hiperplastik-displastik lezyonlarla iligkili 20’den gok
siniflamanin olmasi sasirtici degildir. Ancak s6z konusu bu lezyonlarin histolojik
Ozelliklerini degerlendirmede kullanilan oéigutlerin prognozla iligkisi yeterli bigimde
dékumante edilemediginden, bu siniflamalarin godu ilgi gérmemistir.

Laringeal displazi ile ilgili siniffamalann blyuk g¢ogunlugu serviks uterinin
skuaméz epiteliyal lezyonlarinin derecelendisiimesinde kullanilanlara benzer
olcttleri icerir. En ¢ok kuflanilan dereceleme y6ntemi olan DSO siniflamas) (1991)
epiteliyal hicre anormalliklerinin diizeyi ve siddetine dayanarak (mitoz, sayisi ve
durumu, indiferansiye ya da atipik hiicrelerin bazal, intermedier ya da superfisiyel
epitel tabakalarina kadar uzanim derecesi baz alinarak) skuamdéz intraepiteliyal
lezyonlar hafif, orta, siddetli displazi ile karsinoma in situ olmak (izere dérde
ayirmaktadir (Shanmugaratnam et all, Cancer 1993; 2689-2697). Son olarak
1997°da Ljubljana’da toplanan "Avrupa Patoloji Birligi'nin epiteliyal hiperplastik
lezyonlar Gzerine olan ¢alisma grubu" tarafindan epiteliyal hiperplastik lezyonlar
igin farklt bir siniflama ileri slriimis ve daha sonra bu siniflamanin yararlilis
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yoéninde galismalar yapilmigtir. Bu son siniflama laringeal epiteliyal lezyonlan
basit hiperplazi, anormal hiperplazi, atipik (riskli) hiperplazi ve karsinoma in ‘situ
olarak dérde ayirmaktadir (Hellquist et all, Histopathology 1999; 226-233).

Bu c¢alismada laringeal preinvaziv epiteliyal hiperplastik-displastik lezyonlarda
onerilen baglica siniflamalar olan DSO ve Ljubljana siniflandirmalarinin
kargilagtiimasi; hiperplastik ve displastik lezyonlarda anti-Ki-67, p53 ve CD34
immundokukimyasal belirleyicileri kullanilarak proliferatif aktivite, genetik
degisiklikler ve anjiogenezis hakkinda objektif verilerin saglanmasi ve s6z konusu
siniflandirmalardaki  histolojik  dlgutlerin  gegerliliginin  bu  objektif verilerle

deg@erlendiriimesi amaglanmistir.
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7. GEREGC VE YONTEM

7.1 Gereg

Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Patoloji Anabilim Dal’nda 1990-2000
yillar arasinda laringeal hiperplazi-displazi tanisi almis 108 olguya ait materyal
yeniden gdzden gegirilmigtir. Olgularin orijinal tanilari Tablo V’da gosterilmektedir.

Tablo V: Orijinal tanilarina gore olgularin dagilimi.

Tani Olgu Sayisi (n)
Epiteliyal hiperplazi 5
Atipik degisiklikler 2
Displazi 13
Hafif displazi 35
Orta derecede displazi 15
Siddetli displazi 14
Karsinoma in situ 24
Toplam 108

Retrospektif nitelikteki bu ¢alismada hastalara ait H&E boyali preparatlar
anabilim dali preparat argivinden gikarilarak yeniden incelenmistir. Yeterli doku
icermeyen 41 olgu, fungal enfeksiyon igeren 2 olgu ve parafin blok arsivinden
bloklari bulunamayan 11 olgu g¢alisma disi birakilmistir. Geri kalan 54 oigu galisma
kapsamina alinmigtir. Calismamizin gerecini bu 54 olgu olusturmaktadir.

7.2Yontem .

Oncelikle bu 54 olguya ait H&E boyal kesitler 1tk mikroskopik diizeyde
godzden gegirilmis ve olgular DSO (1991) ve Ljubljana (1997) siniflandirmasina
gore histolojik olarak derecelendirilmistir.

Daha sonra, olgulara ait parafin bloklardan immindokukimyasal boyama igin
poly-L-lizin kapli lamlara 5 mikron kalinhginda kesitler hazirlanmistir.
Immundokukimyasal boyama iglemine gecilmeden &nce kesitler oda sicakhiginda
en az 24 saat bekletilmistir.
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7.2a. immundokukimyasal yontem:

Hazirlanan kesitlerde proliferatif aktiviteyi belirlemek i¢in Ki-67 antijeni (Ki-67;
DAKO MOQ722 dilisyon 1:50), p53 antijeni (p53; DAKO M7001 dilisyon 1:50),
anjiogenezi degerlendirmek icin ise CD-34 antijeni (CD-34; DAKO M7165
dilisyon 1:25) streptavidin-biotin immiinperoksidaz yéntemi ile galigiimigtir.

Uygulama agamalari:
1- Kesitler ksilolde 20 dakika bekletilerek depara{ﬁnize edilmistir.
2- Daha sonra % 96'lik alkolden baglayarak % 70'lik alkole dek alkol serilerinden
gegirilerek rehidrate edilmigtir.
3- Ki-67, pb53 ve CD34 antikorlart uygulanacak deparafinize Kkesitler
immundokukimyasal boyama oOncesinde sitrat tampon sollisyonu (10Mm, pH 6)
icinde 6zel kaplara yerlestirilerek, mikrodalga firinda ¢ kez beser dakika sure ile
kaynatiimis ve bdylece antikorun aciga ¢ikmasi saglanmistir. Kesitler bu
asamadan sonra 15-20 dakika sire ile oda I1sisinda sogumaya birakiimistir.
4- Kesitler pH'si 7.2 olan TRIS (Hydroxymethyl-aminomethan) soliisyonunda 5
dakika yikandiktan sonra kesitlerin gevresi sinirlayici kalem ile gergeve igine
alinmigtir.
5- Kesitlere % 3'liik hidrojen peroksit (H202) damlatifarak 5 dakika bekletilmistir.
Bu uygulama ile endojen peroksidaz aktivitesi bloke edilmigtir.
6- Kesitler 5 dakika TRIS sollisyonunda ylkand]ktan sonra (izerine Ki-67 (1/50),
p53 (1/50) ve CD34 (1/25) primer antikorlari damiatilarak tim kesit ylizeyini
kaplamasi saglanmis ve oda isisinda 60 dakika bekletiimistir.
7- Kesitler TRIS soliisyonunda 5 dakika yikanmustir.
8- Kesitlere baglayici bioitinize sekonder antikor damlatimis ve 10 dakika
bekletilmistir.
9- Kesitler TRIS soliisyonunda 5 dakika yikanmistir.
10- Kesitlere streptavidin peroksidaz sollisyonu damlatilarak 10 dakika
bekletilmigtir.
11- Kesitler TRIS soliisyonunda 5 dakika yikanmistir.
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12-  Kromojenik reaksiyon igin daha® onceden hazirlanan  3,3-
diaminobenzidintetrahidroklorir (DAB) (DAKO, Danimarka) sollsyonu kesitlerin
Uzerine damlatilmistir, kahverengi renklenme gbzlenene dek bekletilmistir. Sonra
kesitler gesme suyunda yikanmstir.

13- Tum kesitler zit boyama saglamak igin Mayer's hematoksilende 2 dakika
sureyle bekletilmigtir. ‘

14- Cesme suyunda yikanan kesitler % 70’lik etil alkolden % 96'lik alkol ve
izopropil alkole kadar yiikselen alkol serilerinden gegirilerek dehidrate ediimigtir.
15- Seffaflama saglamak amaci ile 20 dakika ksilolde bekletildikten sonra Entellan
(Merck) ile kapatiimigtir.

7.2b. Immunreaktivite degerlendirilmesi:

Ki-67:

Hiicresel proliferatif aktivitenin degerlendiriimesi icin x400 buyltmede 1000
hiicre sayilmistir. Bunlar arasinda kahverengi nikleer boyanma pozitif kabul
edilmistir ve her olgu igin pozitif boyanan hiicrelerin ylizdesi elde edilmistir. Olgular
Ki-67 boyanma yiizdesine gore 3 gruba ayriimistir. Grup 1 nikleer boyanmasi
%10’un altinda olan olgulari, grup Il %10-50 arasinda boyanma olan olgulari, grup
Il ise %50’nin Ustlinde olan olgulari igermektedir (43).

p53:

Degerlendirme igin x400 blyltmede kahverengi nikleer boyanma gdsteren
hiicreler pozitif olarak ele alinmigtir. Hiicrelerin epitel igindeki dagilimina gére
skorlanma yapilimigtir. Buna gére skor 0 boyanma olmayan, skor | bazal
hiicrelerde fokal boyanma olan, skor Il epitel kalinliginin ¥2'sine kadar olan bazal
ve suprabazal alanlardaki hicrelerde boyanma izlenen, skor lll ise tum epitel
kalinliginca boyanma izlenen olgular olarak nitelendirilmistir (54).

CD34:

Lezyona komsu subepitelyal alandaki endotel hicreleri boyanarak
damarlanma belirgin hale getirilmigtir. Kamera (Sony C CD, Japonya) ile monitére
(Sony Trinitron, Japonya) bagh mikroskopta 100xlik buyitmede sabitlenen
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kesitlerle 525x'lik bir biyiitme elde edilmistir. Ug alan ele alinarak bu alanlardaki
damar sayilarinin ortalamasi hesaplanmigtir. Damar sayilari 1-5, 6-10 ve 11-15
arasinda olan olgular damar sayilarina gére gruplandinimisgtir (68). Her alanda
kahverengi boyanan endotelyal hicreler ya da endotelyal hicre kimeleri
sayllmigtir. Genelde damar limenleri izlenebilmigtir ancak, kaynaklara goére

mikrodamarlarin tanimlanabilmesi igin damar limeni gerekli degildir (56).

7.2¢. istatistiksel analiz:

Istatistiksel islemler SPSS (Scientific Package for Social Sciences) software
programi ile IBM uyumlu bilgisayarda yapilmistir. DSO ve Ljubljana siniflamasina
gore derecelendirilen olgularin Ki-67 ve CD34 immundokukimyasal ekspresyonlari
histolojik dereceler bazinda ‘Kruskal-Wallis' testi ile karsilastiriimistir. Bu test ¢coklu
kategorili degiskenlerde ortalamalar arasindaki farkin anlamhhgini test etmek igin
kullanidimigtir. 0.05’e esit ve kiiglik olasilik katsayilar istatistiksel olarak anlamli
kabul edilmistir (p<0.05 ya da p=0.05).

Ayrica Ki-67, p53 ve CD34 ekspresyonlar ile her iki siniflandirmaki artan
histolojik dereceler arasinda iligki olup olmadi§! ‘Spearman korelasyon’ testi ile
karsilastindmistir. Bu test ise iki degisken arasindaki dogrusal iligkinin derecesini
gostermek igin kullanilmistir. Baginti katsayisi (r) degeri 0-0.25 arasinda ise hig
iliski yok ya da zayif iligki; 0.26-0.50 arasinda ise zayif-orta derecede iligki; 0.51-
0.75 arasinda ise iyi derecede iligki; 0.76-1.00 arasinda ise gok iyi derecede iligki
olarak kabul edilmistir.

Ayrica basit hiperplazi olgulari kontrol grubu olarak ele alinip, hiperplazi
olgularindaki immundokukimyasal ekspresyonlari DSO siniflamasindaki hafif
displazi ve orta dereceli displazi olgularinin immundokukimyasal ekspresyonlari
ile; ayrica yine kontrol grubunun verileri Ljubljana siniflamasindaki anormal
hiperplazi olgularinin immundokukimyasal verileri ile ‘Mann-Whitney U’ ve ‘Chi-
Square’ testleri kullanilarak karsilagtirimistir. Ayrica DSO siniflamasinda hafif
displazi olgulari ile orta derecede displazi olgularinin immundokukimyasal verileri
ayni istatistik testler kullanilarak kar$lla$t|r||m|$t|[.
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Boylelikle gerek DSO ve gerekse Ljubljana siniflamasindaki histolojik
derecelerin tutarliiginin, nesnel dlgltler uygulanarak aragtirilmasi; ayrica, her iki
siniflamadaki dustk histolojik derecelerin basit hiperplazi ile farkinin irdelenmesi
ve son olarak DSO siniflamasinda hafif ve orta dereceli displazi kategorilerinin

anlaml fark ydninden karsilastiriimasi amaglanmigtir.
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BULGULAR

1.Hastalarin 6zellikleri:

Bu galismada yer alan 54 olgunun 48'i (% 88.8) erkek, 6'si (% 11.1) kadindir.
Genel yag ortalamasi  52+12 (27-76) yildir.

Olgular tekrar gézden gegirildikten sonra DSO siniflandirmasina gore 6 olgu
(% 11.1) basit hiperplazi, 22 olgu (% 40.7) hafif displazi, 8 olgu (% 14.8) orta
derecede displazi (Resim 1), 12 olgu (% 22.2) siddetli displazi (Resim 2), 6 olgu
(% 11.1) karsinoma in situ tanisi almigtir (Tablo VI). Ljubljana siniflandirmasina
gére ise 6 olgu (% 11.1) basit hiperplazi, 26 olgu (% 48.1) anormal hiperplazi, 15
olgu (% 27.7) atipik hiperplazi (Resim 3), 7 olgu (% 12.9) karsinoma in situ (Resim
4) tanisi almigtir (Tablo VII). Olgularin her iki siniflandirmaya gére histolojik

derecelendiriimesi ve immundokukimyasal sonuglari Tablo XV'da verilmigtir.

Tablo VI: Olgularin DSO siniflandirmasina gére dagilimi

Basit hiperplazi 6 (% 11.1)
Hafif displazi 22 (% 40.7)
Orta derecede displazi 8 (% 14.8)
Siddetli displazi 12 (% 22.2)
Karsinoma in situ 6 (% 11.1)
Toplam 54 (% 100)

Tablo VII: Olgularin Ljubljana siniflandirmasina goére dagilimi

Basit hiperplazi 6 (% 11.1)
Anormal hiperplazi 26 (% 48.1)
Atipik hiperplazi 15 (% 27.7)
Karsinoma in situ 7 (% 12.9)
Toplam 54 (% 100)
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2. Immundokukimyasal bulgular:

2.1. Ki-67 indeksi

Ki-67 antikoru ile toplam 50 olgunun 42’sinde %10-50 arasinda (Resim 5),
8'inde %50'nin Ustlinde (Resim 6) proliferatif aktivite gdsterilmistir. %10'un altinda
proliferatif aktivite goOsteren olgu izlenmemistir ( 4 olgu teknik nedenlerle
degerlendirilememistir) (Tablo VIIl). DSO ve Ljubljana siniflandirmalarina goére
olgularin Ki-67 ekspresyonlarinin ortalamalari hesaplanmigtir (Oneway-ANOVA
testi) (Tablo IX). Her iki siniflamada olgularin aﬁan histolojik dereceleri ile Ki-67
ekspresyoniari arasinda istatistiksel olarak (p=0.000) anlamli sonug elde edilmistir
(Kruskal Wallis testi). Ayrica gerek DSO ve gerekse Ljubljana siniflamalarinda
artan derece ile Ki-67 ekspresyonu arasinda pozitif yonli olarak iyi derecede

(r=0.80) korelasyon bulunmustur (Spearman korelasyon testi).

2.2. p53 Ekspresyonu

p53 antikoru igin pozitif boyanan DSO siniflandirmasina gére toplam 53
olguda (1 karsinoma in situ olgusu teknik nedenlerle degerlendirilememigtir) 6
(%11.3) basit hiperplazi olgusu skor |, hafif displazi olgularindan 14’G (% 26.4)
skor |, 8'i (% 15) skor ll, orta derece displazi olgularindan 3'G (% 5.6) skor I, 5'i (%
9.4) skor Il (Resim 7), siddetli displazi olgularindan 1'i (% 1.8) skor |, 5'i (% 9.4)
skor Il, 6's1 (% 11.3) skor lll (Resim 8), karsinoma in situ olgularindan 1'i (% 1.8)
skor Il, 4'G (% 7.5) skor lll olarak degerlendirilmistir (Tablo X). Ljubljana
siniflandirmasina gére 6 (% 11.3) basit hiperplaéi olgusu skor |, anormal hiperplazi
olgularindan 15'i (% 28.3) skor 1, 11°i (% 20.7) skor I, atipik hiperplazi olgularindan
3'0 (% 5.6) skor I, 7'si (% 13.2) skor Il, 5'i (% 9.4) skor Ill, karsinoma in situ
olgularindan 1'i (% 1.8 ) skor Il, 5i (% 9.4) skor lll (Resim 9) olarak
degerlendirilmigtir (Tablo XlI). DSO ve Ljubljana siniflandirmalarinda artan
histolojik derece ile p53 ekspresyonu arasinda pozitif yonll iyi derecede (r=0.63,
r=0.60) korelasyon bulunmustur (Spearman korelasyon testi).
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2.3. CD34 ekspresyonu

DSO siniflandirmasina gére toplam 53 clguda (1 olgu teknik nedenlerle
degerlendirilememistir) CD34 antikoru ile x400’lik blyitmede pozitif boyanan
damar sayisi 6 (% 11.3) basit hiperplazi olgusunda 1-5; hafif displazi olgularindan
3'inde (% 5.6) 1-5; 16'sinda (% 30.1) 6-10; 2'sinde (% 3.7) 11-15; orta derece
displazi olgularindan 7'sinde (% 13.2) 6-10 (Resim 10); 1’inde (% 1.8) 11-15;
siddetli displazi olgularindan 8'inde (% 15) 6-10 (Resim 11); 4'linde (% 7.5) 11-15;
6 (% 11.3) karsinoma in situ olgusunda 11-15 olarak saptanmigtir (Tablo XII).
Ljubljana siniflandirmasina gore ise toplam 53 olguda 6 (% 11.3) basit hiperplazi
olgusu 1-5; anormal hiperplazi olgularindan 2'si (% 3.7) 1-5; 20’si (% 37.7) 6-10;
3'U (% 5.6) 11-15; atipik hiperplazi olgularindan 11'i (% 20.7) 6-10; 4'UG (% 7.5) 11-
15; karsinoma in situ olgularindan 1'i (% 1.8) 6-10; 6's1 (% 11.3) 11-15 (Resim 12)
olarak saptanmistir (Tablo Xlll). DSO ve Ljubljana siniflandirmalarinda artan
histolojik derece ile CD34 ekspresyonu arasinda istatistiksel olarak anlamli
(p=0.000) iliski saptanmistir (Kruskal Wallis testi). Ayrica DSO siniflandirmasinda
artan histolojik derece ile CD34 ekspresyonu arasinda pozitif yonli zayif-orta
derecede (r=0.48) korelasyon saptanirken, Ljubljana siniflandirmasinda ise artan
histolojik derece ile pozitif yonla iyi derecede (r=0.64) korelasyon saptanmigtir
(Spearman korelasyon testi). DSO ve Ljubljana siniflandirmalarina gére olgularin
CD34 ile boyanan damar sayilarinin ortalamalari hesaplanmistir (Oneway-ANOVA
testi) (Tablo XIV).

2.4, Ki-67, p53 ve CD34 kullanilarak DSO ve Ljubljana siniflandirmalarindaki
distik dereceli preneoplastik lezyonlarin kendi iglerinde ve basit hiperplazi ile
karsilagtiniimas:

Burada DSO siniflamasindaki hafif, orta derecede displazi ayriminin anlamli
olup olmadiginin ve yine bu digik dereceli displazi gruplarinin basit hiperplazi ile
farklilk gOsterip goOstermediginin arastiriimas, amaglanmigtir. Ayni uygulama
Ljubljana siniflamasindaki anormal hiperplazi grubunda da uygulanmigtir.
Ljubljana siniflamasindaki anormal hiperplazi grubu, DSO siniflamasindaki hafif ve
orta derecede displazi dlgitlerine uyan bazi nitelikleri de kapsadigindan, ézellikle
bu gruplar arasinda kargtlastirma yapiimistir. DSO siniflamasindaki siddetli
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displazi ve karsinoma in situ ile Ljubljana siniflamasindaki atipik hiperplazi yiksek
dereceli preneoplastik lezyonlar oldugundan burada ele alinmamustir.

Bu asamada 6 basit hiperplazi olgusu kontrol grubu olarak ele alinmigtir. Ki-
67 antikoru kullanilarak DSO siniflandirmasinda hafif displazi olgularn kontrol
grubundaki basit hiperplazi olgular! ile ve orta derecede displazi olgulari kontrol
grubundaki basit hiperplazi olgular ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak
anlaml (p=0.002 ve p=0.007) bir fark elde edilmistir (Mann-Withney U testi).
Ayrica hafif displazi ve orta derecede displazi Slgularl Ki-67 antikoru kullanilarak
kargilastirildiginda yine istatistiksel olarak anlamli (p=0.044) bir fark elde edilmigtir.
Ljubljana siniflandirmasinda ise anormal hiperplazi olgulart kontrol grubundaki
basit hiperplazi olgular ile Ki-67 antikoru kullanilarak karsilastiriidiginda
istatistiksel olarak anlamli (p=0.002) bir fark elde edilmigtir (Mann-Whitney U testi).

CD34 antikoru kullanilarak Ljubljana siniflandirmasindaki anormal hiperplazi
olgulart ile kontrol grubundaki basit hiperplazi olgulan arasinda istatistiksel olarak
anlamli  (p=0.001) bir fark elde edilmistir (Mann-Whitney testi). DSO
siniflandirmasinda hafif displazi olgulart kontrol grubundaki basit hiperplazi olgular
ile ve orta derecede displazi olgulari ile kontrol grubundaki basit hiperplazi olgulari
CD34 antikoru kullanilarak karsilastirildiginda basit hiperplazi ile hafif displazi
arasinda istatistiksel olarak anlamli (p=0.001) bir fark elde edilmistir. Basit
hiperpiazi ile orta derecede displazi arasinda yine istatistiksel olarak anlamii
(p=0.002) bir fark elde edilmistir. Ancak DS® siniflamasindaki hafif displazi ile
orta derecede displazi olgulart CD34 antikoru kullanilarak karsilastiriidiginda,
istatistiksel olarak anlamlt (p=0.09) bir fark elde edilmemistir (Mann-Whitney testi).

p53 antikoru kullanilarak Ljubljana siniflandirmasindaki anormal hiperplazi
olgulari ile kontrol grubundaki basit hiperplazi olgulari karsilagtirildiginda
istatistiksel olarak anlamli (p=0.04) bir fark elde edilmigtir (Chi-Square testi). Ancak
DSO siniflandirmasindaki hafif displazi olgular ile kontrol grubundaki basit
hiperplazi olgulart p53 antikoru kullanilarak karsilastiriidiginda istatistiksel olarak
anlamli (p=0.07) bir fark elde edilmezken, orta derecede displazi olgular ile basit
hiperplazi olgular: kargilastiriidiginda anlamh (p=0.01) bir fark elde edilmistir. Yine
p53 antikoru kullanilarak DSO siniflandirmasindaki hafif displazi olgular: ile orta
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derecede displazi olgular karsilastinldiginda anlamhi (p=0.2) bir fark elde

edilmemistir.

Tablo VIII: Olgularin Ki-67 proliferatif indeksinin genel dagilhimi

%10} 0
%10-50 42
%507 8
Toplam 50

Tablo IX: Ki-67 ekspresyonunun Oneway-ANOVA testi ile her

iki siniflamadaki

ortalamalan

DSO LJUBLJANA

Basit hiperplazi 18.3+ 2.1 Basit hiperplazi 18.3+ 2.1
Hafif displazi 24,9+ 6.1 Anormal hiperplazi | 25.7+ 6.7
Orta derecede disp. | 32.6+ 8.1 Atipik hiperplazi 46.0+ 9.3
Siddetli displazi 50.7+ 8.4 Karsinoma in situ 55.7+ 10.3
Karsinoma in situ 54.2+ 10.8

Tablo X: DSO siniflandirmasinin histolojik derecelerine goére p53 boyanma

skorlarinin dagilimi (sayilar olgulari belirtmektedir)

Skor | Skor 11 Skor Il
Basit hiperplazi 6
Hafif displazi 14 8
Orta derecede displ.| 3 5
Siddetli displazi 5
Karsinoma in situ 1
Toplam 24 19 10
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Tablo XI: Ljubljana siniflandirmasinin histolojik derecelerine gére p53 boyanma

skorlarinin dagihmi (sayilar olgulari belitmektedir)

Skor | Skor Il Skor I
Basit hiperplazi 6
Anormal hiperplazi | 15 11
Atipik hiperplazi 3 7 | 5
Karsinoma in situ 1
‘Toplam 24 19 10

Tablo XII: DSO sinflandirmasinin histolojik derecelerine gére olgularin CD34

boyanma dagilimi

1-5 6-10 11-15
Basit hiperplazi 6 '
Hafif displazi 3 16 2
Orta derecede displ. 1
Siddetli displazi 4
Karsinoma in situ ‘ 6
Toplam 9 31 13

Tablo XIlI: Ljubljana siniflandirmasinin histolojik derecelerine gére olgularin CD34

boyanma dagilimi

1-5 6-10 11-15
Basit hiperplazi 6
Anormal hiperplazi | 2 20
Atipik hiperplazi 11
Karsinoma in situ 1
Toplam 8 32 13
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Tablo XIV: CD34 ekspresyonunun her iki siniflamaya gére ortalama degerleri

DSO LJUBLJANA

Basit hiperplazi 5.0+ 0.6 Basit hiperplazi 5.0+ 0.6
Hafif displazi 7.4+19 Anormal hiperplazi | 7.7+1.9
Orta derece displ. 8.3t 1.5 Atipik hiperplazi 9.2+ 1.9
Siddetli displazi 9.8+ 1.6 Karsinoma in situ 1212 1.7
Karsinoma in situ 12.6x1.2

Tablo XV: Olgularin DSO ve Ljubljana siniflamalarina gore derecelendirilmesi ve

immundokukimyasal verileri (kisaltmalar= B.Hip: basit hiperplazi, H.D: hafif

displazi, O.D: orta derecede displazi, $.D: siddetli displazi, CIS: karsinoma in situ,

An.H: anormal hiperplazi, At.H: atipik hiperplazi)

DSO Siniflandirmasi Ljubljana Siniflandirmasi

PatolojiNo [Yas [Cin. |B.Hip. [H.D. [O.D [S.D. [CIS [B.Hip. [An.H. [At.H |CIS [Ki-67 |p53 CD34
1979/94 A |60 E + + 24 |2 7
1979/94B |60 E + + 19,2 | 1 13
1621/94 58 E + + 332 2 11
12563/95 76 E + + 18 |2 9
9791/95 42 K + + 1 11
9031/96 40 E + + 219 2 11
10052/96 70 E + + 3 8
8200/96 50 E + + 33,7| 3 14
7318/96 59 E + + 69,33 14
8938/96 |50 | E R v | 448]3 1
5867/97 68 E + + 18 |1 7
5401/97 65 E + + 46,2 | 2 8
6921/97 50 E + + 48,1 3 14
11105/97 62 E + + 59,213 10
1849/97 39 E + + . 206 2 10
6113/97 55 E + + 18,2 1 6
4689/97 66 E + + 46,8 | 2 12
7447/97 51 E + + 28,9 | 1

4571/98 45 E + + 382 (2

35




10534/98 |61 | E 20 |2
884608 |65 | E 63 |3

17206/98 |62 | E 55 |3

13427/08 |48 | E 483 2 13
13657/08 |45 | E T 12
17742/98 |48 | E n T 43 [ 2 7
510098 |48 | E 732 5
3371/98 |69 | E n 20 |2 8
457198 |45 | E 51,2[2 9
12400/98 |62 | E T m 24 |1 7
5649009 |61 | E ¥ ¥ 28,11 1 8
6717/99 |79 | E i 8
4178/99 |27 | E n ¥ 26,1 | 2 7
4981/991 |29 | K n T 2231

4081/992 |29 | K n T 2451 7
16182/99 |70 | E 5153 11
17342/99 |50 | E 39,4 2 7
9376/99 |45 | E - " 1981 5
0548/99 |38 | E T T 22,1 1 8
16662/99 |53 | E T m 30 |2 7
4508/99 |55 | E ¥ T 23,9 | 1 5
573/99 3B | K m T 55,2 | 1 6
5257/99 |60 | K T ¥ 521 ] 1 5
637/99 57 | E T n 30 |1 6
124200 |68 | E 7 T 507 | 2 5
2472j001 |46 | E m T 2411 )
4472[002 |46 | E 28,7 1 6
3167/00 |60 | E 56,2] 2 10
1884/001 |61 |E T T 185 1 6
1884/002 |61 |E ¥ 62,3 3 13
3001/00 |57 | E ¥ n 232 1 9
10150/00 |60 | E n n 17 |1 4
12103/00 |45 | K T m 1651 6
11301/00 |55 | E T T 1761 5
12305/00 |56 | E T m 1721 5
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Resim 2 : DSO siniflamasina gére siddetli displazi (1571/98, H&E, x400)
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Resim 4: Ljubljana siniflamasina gore in situ karsinom (7318/96, H&E, x100)




Resim 5: Hafif displazi olgusunda, %10-50 arasinda pozitif Ki-67 ekspresyonu
(4571/98, x100)

RRICS

Resim 6: Siddetli displazi olgusunda %50 nin tstiinde pozitif Ki-67 ekspresyonu
(4571/98 1, x200)
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Resim 7: Orta derecede displazi olgusunda skor Il pozitif p53 ekspresyonu
(3371/98, x100)

o % PR b N
Resim 8: Siddetli displazi olgusunda skor Il pozitif p 53 ekspresyonu
(8846/98, x200)
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Resim 9: in situ karsinom olgusunda skor Il pozitif p53 ekspresyonu
(8938/96, x100)

Resim 10: Orta derecede displazi olgusunda subepiteliyal alanda CD34 pozitif
Mikrodamarlar (6-10 grubu) (12534/98, x200)
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Resim 11: Siddetli displazi olgusunda subepiteliyal alanda CD34 pozitif
Mikrodamarlar (6-10 grubu) (5401/97, x100)

Resim 12: in situ karsinom olgusunda subepiteliyal alanda CD34 pozitif
Mikrodamarlar (11-15 grubu) (7318/96, x100)
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TARTISMA

Larinksin invaziv karsinoma ilerleyebilen epitelyal hiperplastik-displastik
lezyonlari, en sik olarak kord vokal ve interaritenoid alanda izlenir (8). Calismalar
bu lezyonlarin malign transformasyon olasiliginin, atipinin varligi, uygulanan
olgtler ve izlem siresine bagh olarak % 1.5-52.9 arasinda olabildigini gostermistir
(9,33).

Epiteliyal hiperplastik-displastik lezyonlarin“tani, tedavi ve prognozu var olan
histolojik degisikliklerle iligkilidir. Halen, bu lezyonlarin derecelendiriimesindeki
standart yontem histolojik incelemedir. Mikrolaringoskopinin uygulanimi ve
mikrocerrahi histolojik degerlendirme icin daha uygun doku orneklerinin
eksizyonunu saglar. Bu lezyonlari siniflamak icin mikroskopik anormalliklerin kesin
ve tutarli bir bicimde degerlendirilmesi gerekir (8). Blackwell ve ark'inin (7) malign
transformasyon  riskini  gésteren intraepiteliyal degisiklikler konusundaki
calismalarinda, invaziv karsinoma déniisen lezyonlarla, stabil kalan ya da
gerileyen lezyonlarin histopatolojisi kargilastirimistir. Bu calismada bes parametre
6nemli bulunmustur. Bunlar anormal mitozlar, mitotik aktivite, stromal inflamatuvar
infiltrasyon, epitelin maturasyon diizeyi ve nukleer pleomorfizmdir. Mukoza
epitelinin alt Ggte birinin Gzerindeki mitotik aktivite, karsinom geligimi ile iligkili
bulunmustur. Ayrica parabazal hiicrelerin epitelin alt (igte birinin iizerine cikan
proliferasyonu yine invaziv tiimér gelisimi agisindan artmig bir potansiyeli
yansitmaktadir. Orta dereceli ya da siddetli pleomorfizm, karsinoma donisen
olgularin % 77’'sinde saptanmistir. Bu arada, subepiteliyal orta dereceli ya da
siddetli stromal inflamatuvar infiltrasyonun da invaziv karsinom gelisen olgularda
daha cok gériildigi belirlenmistir. Eklenmesi gereken bir ézellik de ylizey
keratinizasyonunun prognostik agidan énemi olmamasina karsin, diskeratozun
artmis bir malignite potansiyeline isaret etmesidir.

Laringeal displastik lezyonlarin histolojik 6zellikleri ve biyolojik davraniglari
arasindaki iligkinin her zaman uyumlu olmamasina bagli olarak bazi zorluklar
ortaya gikabilmektedir. Bu nedenle, kaynaklarda epiteliyal hiperplastik-displastik
lezyonlarla iligkili 20'den ok siniflama &nerisi yer almaktadir (8). Siniflamalarin
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blylik  godunlugu serviks  uterinin skuaméz  epiteliyal  lezyonlarinin
derecelendirilmesinde kullanilanlara benzer diciitleri ierir (65). En gok kullanilan
dereceleme yéntemi olan DSO siniflamasi (1991) epiteliyal hiicre anormalliklerinin
dlzeyi ve siddetine dayanarak skuaméz intraepiteliyal lezyonlari hafif, orta, siddetli
displazi ve karsinoma in situ olmak lzere dérde ayirmaktadir. Son olarak 1997
yilinda Ljubljana’da toplanan Avrupa Patoloji Birligi'nin epiteliyal hiperplastik
lezyonlari konusundaki galisma grubunun tiyeleri tarafindan bu lezyonlar igin farkl
bir siniflama ileri stiriimiis ve daha sonra bu siniflamanin yararliidi yéninde
calismalar yapilmistir. Bu son siniflama laringeal epiteliyal lezyonlari basit
hiperplazi, anormal hiperplazi, atipik (riskli) hiperplazi ve karsinoma in situ olarak
dérde ayirmaktadir (26).

Michales (66) Ljubljana siniflandirmasinin, intraepiteliyal karsinoma olgularini
atipik (riskli) hiperplaziden ayirmasina ek olarak larinksin intraepiteliyal hiperplastik
lezyonlarinin degerlendiriimesinde de ileri bir adim oldugunu vurgulamaktadir. Bir
histopatoloji raporundaki ‘anormal'i ‘atipik'ten daha anlam verici bulan cerrahlarin
oldugunu belirten Friedman ise, (67) agikga tanimlanmis bir derecelendirme
sistemi kadar 6nemli olan konunun, kuskulu olgularda patolog ile cerrah arasindaki
iletisim olduguna dikkat gekmistir.

Su  bir gergektir ki displazinin yalnizca 1sik - mikroskopik olarak
degerlendiriimesi bazi yanlis pozitif ve daha gok da yanlis negatif sonuglara yol
acabilmektedir (10). Daha nesnel bir degerlendirmeye ve bu sayede lezyonlarin
neoplastik potansiyelini belirleyebilecek yeni histolojik belirleyicilere gereksinim
vardir (33).

Hiicre kinetik bilgileri tiimér siniflandirmasinda histolojiye dayanan yararli bir
yardimei olabilir ve nonneoplastik durumlarin anlasilmasina olanak saglayabilir.
Farkli yontemler degisik ydnlerdeki hiicre siklusunu 6lgmek igin denenmis ve
hicrelerin biyolojik davranislariyla bu élg:(]mleri\ iliskilendirimeye galisilmistir. Bu
yontemler arasinda kullanilanlar daha énce de belirtildigi gibi mitoz sayimi, timidin
baglama indeksi, niikleer organize alanlar (NOR), mikrospektrofotometrik DNA
Olgimi, flow sitometri ve niikleer proliferasyonla iligkili  antijenlerin
immundokukimyasal olarék gosterilmesidir (10,30,34,35).
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Hiicre proliferasyonunu degerlendirmede immundokukimya, uygulamadaki
kolaylik ve sonuglarin daha hizli elde edilmesi nedeniyle diger yoéntemlerden daha
Gstinddr. Anti-PCNA ve Ki-67 proliferatif aktivite degerlendiriimesinde en yaygin
kullanilan iki antikordur (30,37). Cesitli galigmalarda Ki-67 immunreaktivitesi ile
hiicresel proliferasyonun diger belirleyicileri- arasinda anlamhli korelasyon
saptanmistir (12,42). Yuksek proliferatif indeksli timorlerin daha agresif ve daha
ylksek metastatik potansiyele sahip oldugunu gbésterir kanitlar vardir.
Preneoplastik lezyonlar Gizerinde yapilan g¢alismalarda da Ki-67 ekspresyonunun
displastik degisikliklerin siddetiyle paralel bir artis gdsterdigi saptanmigtir (43,44).

Genetik faktorler karsinogenezisde énemli rol oynar. Malign tiimérlerde en iyi
bilinen genetik degisikliklerden biri, p53 timor supresér geninin mutasyonudur
(33,42,43,68). p53 timor supresdr geni, kanserlerde yaygin olarak mutasyona
ugradigindan, kanser arastirmalarinda en 6nde yer almaktadir. p53 mutasyon
spektrumu, neoplazilerin etyoloji ve molekiler patogenezine isik tutmaktadir (47).
Caligmalar p53 gen mutasyonunun bas-boyun kanserlerinde % 35-45 oraninda
bulundugunu géstermektedir. p53 mutasyonu hicre siklusu kontrolu ya da genetik
stabilite Uzerindeki etkileriyle karsinogenezisde rol oynamaktadir (69). Farkl
laringeal epiteliyal lezyonlarda mutant p53 protein ekspresyonunun karsinogenez
strecinde hucre transformasyonunun anlagilmasina yardimci olacagi
varsaylimaktadir (50).

Anjiogenez insan vicudunda biylme, fertilite ve yara iyilesmesi disinda
normal fizyolojik bir durum degildir ve bir ¢ok hastaligin patogenezinde de yer
almaktadir (59). Tumorlerin bliylimesi ve metastaz yetenedi kazanmalari da
neovaskularizasyona baghdir. Tiimér neovaskularizasyonu bulunmadikga hiicre
proliferasyonu duragan kahr ve timér blylimesi 3 mm’den daha biiylk ¢apa
ulagamaz. Anjiogenezi degerlendirmek icin degdisik yontemler kullanilabilir. Su an
gindemde olan yéntemler morfometrik yontemlerle mikrodamar sayisinin ve
vaskiler ylzey yogunlugunun belirlenmesidir. Bunun igin de degisik
immundokukimyasal yontemlerle faktér 8 antijen, CD31, CD34, CD36 ya da Ulex
europaeus aglutunin-1 gibi belirleyiciler kullanilarak endotel hiicreleri belirgin hale
getiriimelidir (56,60). \
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Calismamizda hiperplastik ve displastik lezyonlarda anti-Ki-67, p53 ve CD34
immundokukimyasal belirleyicileri kullanarak proliferatif —aktivite, genetik
degisiklikler ve anjiogenezis hakkinda objektif verileri saglamay: ve DSO ve
Ljubljana siniflandirmalarindaki histolojik él¢Utlerin gecerliligini bu objektif verilerle
dederlendirmeyi amagladik.

Caligmamizda DSO ve Ljubljana siniflamalarina gére derecelendirilen
olgularda, Ki-67 ekspresyonu ile artan histolojik dereceler arasinda anlamlii bir
sonug elde edilmigtir. Bu bulgu kaynaklarda yer alan g¢aligmalarda elde edilen
sonuclarla benzer korelasyon géstermektedir. Normal laringeal epitelde, Ki-67
ekspresyonu yaygin olarak bazal tabaka g¢evresinde izlenirken, Lin ve ark (16)
siddetli displazi igeren olgular ile yaptiklarn galismada, Ki-67 ekspresyonunun
kontrolsiz hucre proliferasyonu gosteren laringeal epitelin tim kalinhdi boyunca
oldugunu saptaml$lérd|r. Gergi Ki-67 ekspresyonunun degerlendiriimesi igin
calismamizda kullandigimiz yéntem, pozitif nikkleer boyanma gdsteren hicrelerin
sayimi olmasina karsin lezyonlarda artan atipinin derecesi ile Ki-67 ekspresyonu
arasinda korelasyon saptamis olmamiz Lin ve ark’nin yaptiklan ¢alismayi
desteklemektedir.

Pignataro ve ark (44) larinksin disik dereceli displastik lezyonlari (izerine
yaptiklari bir galismada, daha sonrasinda infiltratif timoér gelisen bu lezyonlarda
Ki-67 ekspresyonunu degerlendirmisler ve lezyonlarin neoplastik progresyonlariyla
Ki-67 ekspresyonunun anlamii iligkiye sahip oldugunu bulmuslardir. Kendilerinin
calismasi displastik mukoza 6rneklerinde proliferatif indeksin immundokukimyasal
degerlendirilmesinin, ek iglem gereken hasta gruplarinin saptanmasinda yararli
olabilecegini gostermistir. Calismamizda da Ki-67 ekspresyonu ile lezyonlarin
neoplastik progresyonu arasinda anlamli bir iligki saptanmistir.

Zidar ve ark (37) Kambic-Lenart siniflamasini kullanarak basit, anormal ve
atipik hiperplazi olarak derecelendirilmis laringeal epiteliyal hiperplastik-displastik
lezyonlarda Ki-67 ekspresyonu konusunda vyaptiklart bir c¢alismada, basit
hiperplazide sadece bazal tabakada, anormal ve atipik hiperplazide ise epitelin
suprabazal kisminda da belirgin olan anlamli bir boyanma gézlemislerdir. Calisma
sonucunda epitelin proliferatif bélimiintin hiperplazinin derecesiyle paralel bir artig
gosterdigi izlenmigtir. Calismamizda, epitel tabakalarina gére Ki-67
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ekspresyonunu degerlendirmemis olmamiza kargin, artan histolojik derece ile Ki-
67 ekspresyonu arasinda olumlu bir korelasyon saptanmistir. ‘

Garzetti ve ark (70) ise servikal intraepitelyal neoplazilerde Ki-67 ekspresyonu
Gizerine galismislardir. Intraepiteliyal neoplazilerin artan histolojik dereceleri ile Ki-
67 indeksi arasinda anlamli bir korelasyon oldugunu ve hafif ve orta siddetteki
displastik lezyonlarin klinik de@erlendiriimelerinde Ki-67 g¢aligmanin yararli
olabilecegini gostermiglerdir. '

Calismamizda yer alan olgularin DSO ve Ljubljana siniflamalarina gére artan
histolojik dereceleri ile p53 ekspresyonu arasinda pozitif yonli olarak iyi derecede
korelasyon saptanmistir. Bu sonug kaynaklarda yer alan galigmalardaki sonuglaria
uyumludur. Shin ve ark (71) timor gelisimi sirasinda p53 ekspresyonunun artip
artmadigini ve eger artig var ise timdrogenez sirasinda bu anormalligin erken
olarak nasil saptanacagi konusunda bir ¢alisma yapmislar ve bu galigmada
karsinom ve komsulugundaki normal ve premalign epitelde ¢alisilmistir. Tlmorle
birlikte timore komsgu alanlarda da p53 ekspresyonun araliksiz olarak izlenmesi
‘alan kanserizasyonu’' teorisini desteklemistir. Alan kanserizasyonu, bir doku
alaninda yineleyen karsinojenik uyarilar sonucu multipl kanserlerin gelismesine
6nculik eden bir olaydir. En 6nemli komponentlerden ve multistep timérogenezis
olaylarint devam ettirenlerden biri genetik hasar birikimidir. Bas-boyun
kanserlerinde genetik degisikliklerin énemi kromozomal ve DNA anormalliklerinin
varhgt ile gobsterilebilmektedir. Shin ve ark.’nin bu caligmasinda elde edilen
sonuglar p53 ekspresyonun yuksek riskli popilasyonda potansiyel timaor gelisimini
degerlendirmede yararl bir belirleyici olabilecegini gostermistir.

Ayrica p53 ekspresyonun invaziv karsinoma progresyon gésteren displazili
olgularla iligkili bulunmasi, immundokukimyasal analizin progresyonu belilemede
geleneksel histolojik degerlendirmeden daha glivenilir oldugunu géstermistir (44).
Benzer bir galisma Dolcetti ve ark (72) tarafindan yapilmistir. Larinksin skuamoz
hicreli karsinom olgular Uzerine yaptiklar bir ¢alismada, p53 ekspresyonunu
invaziv alanlar yanisira preneoplastik lezyonlarda da saptamislardir. Bu verilerle
p53 anormalliklerinin skuamdz hucreli karsinom gelisiminde oldukga erken bir
gbsterge olabilecegi sonucuna varmiglardir.
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Poljak ve ark't (50) bir galismada larinksin nonneoplastik ve neoplastik
lezyonlarinda tumérogenezisin birbirini izleyen asamalarinda p53 immunreaktivite
prevalansini degerlendirmigler ve ayrica prekanserdz olarak adlandirlan
lezyonlarda (atipik hiperplazi ya da orta-siddetli di'splazi) p53 protein
ekspresyonunun gosteriimesinin prognostik degere sahip olup olmadidin
arastirmiglardir. Calismada p53 protein ekspresyonunun belirgin nikleer atipi
varli§i izlenmeden once erken laringeal epiteliyal hiperplastik lezyonlarda da
ortaya c¢iktid! izlenmigtir. Epiteliyal anormalliklerin siddetine go6re basit
hiperplaziden atipik hiperplaziye dogru p53 ekspresyonununda artis oldugu
gbzlenmigtir. Sonug olarak, bu galisma laringeal karsinogenezisde elde edilen
genetik verilerin erken bir bulgu olarak ele alinabilecegini gdstermistir.
Calismamizda yer alan olgularda da, epiteliyal anormalliklerin artan siddetine gére
p53 ekspresyonunda da kaynaklardakine benzer bir artis saptanmistir. Bu veriler
bize galigmalarda belirtilen genetik kanitlarin erken bir bulgu oldugu ydnindeki
sonuglar dogrular nitelikte oldugunu géstermektedir.

Buna kargin, Holm ve ark (73) serviks uterinin normal, premalign ve malign
lezyonlarinda p53 ekspresyonu ile ilgili yaptiklari bir ¢alismada sadece birkac
karsinoma in situ olgusunda p53 ekspresyonu izlemiglerdir. Calisma sonucunda
laringeal neoplazilerin aksine servikal neoplazilerin patogenezinde p53
ekspresyonun erken bir gosterge olmadigi goriisiine vartimigtir.

Krecicki ve ark (33) vyaptiklart galismada laringeal karsinogenezisin tim
asamalarinda p53 ve PCNA antikorlarinin ekspresyonlari arasinda da korelasyon
oldugunu gézlemlemislerdir. Bu arastirmacilar prolifere hiicre tabakalarinda p53
protein lokalizasyonunun PCNA antikoru ile benzer lokalizasyonda oldugunu
saptamiglardir. Elde edilen veriler sonucunda, galigmamizda da oldugu gibi, hafif
displazide ve karsinojene maruz  normal epitelde p53 protein birikiminin
gbzlenmesi, p53 gen mutasyonunun larinks karsinogenezisinde erken bir kanit
oldugu hipotezini destekledigi kabul edilmigtir. S6z konusu calismada, diger
calismaciarin  sonuglarina benzer sekilde, epiteliyal degisikliklerin artan
derecesine paralel bir p53 ekspresyonu artigi goézlemienmistir. Munck-Wikland ve
ark (55) laringeal karsinoma in situlu lezyonlarda PCNA ve p53 kombinasyonu ile
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yaptikiari bir galigmada, in situ lezyonlarin invaziv kansere ilerleme potansiyeli
tasiyip tagimadiginin belirlenebilecegini bildirmiglerdir.

Gale ve ark (54) larinksin epiteliyal hiperplastik lezyonlarinda epidermal
blyime faktori reseptéria (EGFR) ve c-erbeg ile birlikte p53 overekspresyon
sikligini analiz etmek ve histolojik derecelerle iliskilerini saptamak igin yaptiklar bir
galismada, skuaméz hucreli karsinomun timdrogenezisi sirasinda en sik genetik
kanit olan p53 protein ekspresyonunun erken epiteliyal hiperplastik lezyonlarda
ortaya c¢iktigini, yogunluk ve sikhginin epiteliyal degisikliklerin siddetine gore
arttigini ve bu bulgularin diger galismalarla uyumlu oldugunu izlemiglerdir. Benzer
bir calisma Miyaguchi ve ark (74) tarafindan sadece EGFR kulanilarak yapilmigtir.
Calisma sonucunda siddetli displazi ve in situ karsinom olgularinda izlenen
boyanmanin karsinomdakine benzer oldugu gozlenmistir. Aragtirmacilar bu
bulgularla, siddetli displazi ile karsinoma in situnun potansiyel olarak malign
biyolojik davranis gosterdigi teorisini destekler oldugu kanisina varmislardir.
Benzer bir calismada Maiorano ve ark (75) tarafindan EGRF ve Ostrojen
reseptéru kullanilarak yapilmistir. Calisma sonucunda laringeal karsinogenezisde
hormon reseptorlerinin de rol oynadidi gézlenmistir

Fouret ve ark (76) larinksin prekanseréz Ié;yonlarlnda p53 ekspresyonunun
ylksek siklikta saptandidini dogrulamislardir. Ayrica daha onceki galismalarla
birlikte p53 proteinin  bag-boyun karsinogenezisinin erken evrelerinde
birikebilecegdini gostermiglerdir.

Gallo ve ark (53) galismasinda, larinksin preneoplastik lezyonlarinin
progresyonunu tahmin etmek icin Ki-67 ve p53 proteini kullanilmigtir. Calisma
p53 ekspresyon degisikliklerinin laringeal karsinom geligsiminde erken bir bulgu
olabilecegini gostermistir. Ayni galismada Ki-67 ekspresyonun da maligniteye
transforme olan ve olmayan lezyonlarda epiteliyal hiperplazi ve displazinin artan
derecesine paralel olarak artig gosterdigi g6zlenmistir. Calismamizda yer alan
olgularda da Ki-67 ve p53 ekspresyonlar ile olgularin artan histolojik dereceleri
arasinda benzer gekilde pozitif yonll bir korelasyonun saptanmasi, bu antikorlarin
larinksin preneoplastik lezyonlarinin progresyonunu tahmin etmede yardimci
belirleyici olarak kullanabilecegimizi géstermektédir. Bununla birlikte farkli kanida
olan galismalar da mevcuttur.
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Pignataro ve ark (44) caligmalarinda ise elde ‘edilen veriler, p53
overekspresyonunun displaziden invaziv karsinoma gidisi gostermede yararl
olamayacag@i yonundedir. Bu veri galismamizda elde ettigimiz p53 ekspresyonu ile
artan histolojik derece arasindaki anlamli iligkiye ters diugmektedir.

Calismamizda kontrol grubu olarak alinan basit hiperplazi olgulari ile hafif
displazi olgulari arasinda ve hafif displazi olgulan ile orta derecede displazi
olgulari arasinda p53 ekspresyonu agisindan anlamli bir fark saptanmamistir.
Ljubljana siniflamasina goére ise basit hiperplazi olgular ile anormal hiperplazi
olgulari p53 ekspresyonlari agisindan karsilastiriidiinda anlamh bir farklihk
saptanmistir. Bu nedenle, p53 proteini ile ilgili Verilerimiz, DSO sinifiamasindan
¢ok Ljubljana siniflamasindaki derecelerin daha objektif olcitlere dayandigini
gostermektedir. Bagka bir agidan bakacak olursak, DSO siniflamasina gére
lezyonlarin hafif, orta derecede displazi seklinde ayrilmasi p53 antikorunun
ekspresyonu ile tam bir paralellik gostermemektedir. Kisacasi, DSO
siniflamasindaki hafif displazi-orta dereceli displazi velbasit hiperplazi-hafif
displazi ayrimi p53 ekspresyonu agisindan objektif gérinmemektedir. Bu nedenle
DSO siniflamasindaki hafif, orta displazi dereceleri Ljubljana siniflamasinda
oldugu gibi tek bir baslik altinda toplamak daha gergekgi gorinmektedir.

Bas-boyundaki skuaméz epitelin premalign lezyonlarindaki anjiogenezis ile
ilgili galismalara, ulasabildigimiz kaynaklarin isi§inda, rastlanilamamigtir.
Intraepiteliyal lezyonlardaki anjiogenezis ile ilgili calismalar bilyilk oranda serviks
uterinin skuamoéz intraepiteliyal lezyonlan (zerinde yapilimistir. Calismamizda
anjiogenezisi degerlendirmek igin kullandigimiz CD34 antikoru ile subepiteliyal
pozitif boyanan mikrodamarlar sayilmistir. DSO ve Ljubljana siniflamalarinda yer
alan olgularin artan histolojik dereceleri ile CD34 boyanan damar sayilar
arasinda anlamli bir iliski saptanmigtir. Ravazoula ve ark (58) serviks uterinin
intraepiteliyal lezyonlarindaki anjiogenezis c¢alismasinda, vaskiilaritenin servikal
epiteldeki atipinin siddeti ile paralel bir artis gosterdigi sapfanm|§t|r. Ancak ayni
kaynakta belirgin olarak yeni damar olusturma yeteneginin, epitelin neoplastik
oldugunu ya da neoplastik hale gelecegini gdstermeyecedi de belirtiimektedir.
Gahgmamizda her iki siniflamada da artan histolojik derece ile birlikte damar
sayisinda bir artis oldugu gézlemlenmistir.
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Karen ve ark (77) serviks uterinin intraepiteliyal lezyonlarindaki anjiogenezis
ile ilgili galismalarinda, 6zellikle orta derecede displazi olgulari ile siddetli displazi
ve karsinoma in situ olgularinda neovaskilarizasyonun normal epitel ile
karsilastinimasinda anlamli bir fark izlemiglerdir. Anjiogenezisin derecesi ile
lezyonun artan giddeti arasinda paralel bir artis oldugunu saptamislardir. Bu veriler
de calismamizda elde edilen sonuglara benzerlik géstermektedir.

Chomette ve ark ile Sillman ve ark (78,79) serviks 'uterinin intraepiteliyal
lezyonlarinda vaskularite giddetinin epiteliyal lezyonlarin artan histolojik dereceleri
ile pozitif korelasyon gosterdigini izlemiglerdir.

Caligmamizda yine CD34 ekspresyonu yoéniinden DSO siniflamasinin hafif
displazi olgulari ile orta derecede displazi olgulann kendi arasinda
kargilagtirildiginda anlamli bir fark elde edilememistir. Bu veriler de, p53
ekspresyonunda oldugu gibi CD34 ekspresyonlari ele alindiginda da laringeal
epiteliyal lezyonlarin siniflandiriimasinda Ljubljana siniflamasinin daha guavenilir
oldugdu izlenimi vermektedir. Ancak, ¢alismamizda kullandigimiz olgu serisinin gok
genis olmamasi ve sinirl sayida belirleyicilerin kullanilmis olmasi nedeniyle, DSO
ve Ljubljana siniflamalarinin yeterliligi ve nesnelligini test etme agisindan daha
genis serilerle yapilan ¢alismalara gereksinim vardr.

Sonug olarak arastirmamizda, her iki siniflamanin da larinksin preneoplastik
lezyonlarinin histolojik degerlendiriimesinde yararli oldugu, objektif veriler 1si1ginda
Ljubljana siniflamasinin daha anlaml 6lgitlere dayandidi kanisina varnimistir.
Ayrica, Ljubljana siniflamas! histolojik diizeyde daha kolay uygulanabilir

bulunmustur.
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SONUGLAR

Bu calismada 54 epiteliyal hiperplastik-displastik lezyon igeren laringeal

biopsi DSO ve Ljubljana siniflamalarina gére H&E boyal kesitlerde ve isik

mikroskobunda derecelendiriimis ve olgularda her iki siniflamadaki histolojik

dereceler ile Ki-67, p53 ve CD34 ekspresyonlan arasindaki iliski arastiriimistir.

Elde edilen sonuclar asagida belirtiimektedir:

1-
.
3-

Olgularin 48'i (% 88.8) erkek, 6'i (% 11.1) kadindir.

Olgularin yas ortalamasi 52+12'dir.

DSO siniflamasina gére olgularin 6'si (%11.1) basit hiperplazi, 22'si (%40.7)
hafif displazi, 8'i (%14.8) orta derecede displazi, 12'si (%22.2) siddetli displazi
ve 6'st (%11.1) karsinoma in situ olarak degerlendirilmistir.

Ljubliana siniflamasina gére olgularin 6'st (%11.1) b'asit hiperplazi, 26'si
(%48.1) anormal hiperplazi, 15'i (%27.7) atipik hiperplazi ve 7'si (%12.9)
karsinoma in situ olarak degerlendirilmistir.

Her iki siniflamada olgularin artan histolojik dereceleri ile Ki-67 ekspresyonlari
arasinda istatistiksel olarak anlamli (p=0.000) bir sonug elde edilmistir. Ayrica,
her iki siniflamada artan histolojik derece ile Ki-67 ekspresyonu arasinda pozitif
yonli olarak iyi derecede (r=0.80) korelasyon bulunmustur.

Her iki siniflamada artan histolojik derece ile p53 ekspresyonu arasinda pozitif
yonlu olarak iyi derecede (r=0.63, r=0.60) korelasyon bulunmustur.

Her iki siniflamada artan histolojik derece ve CD34 ile boyanan damar sayilari
arasinda istatistiksel olarak anlamli (p=0.000) bir iligki saptanmistir. Ayrica
DSO siniflamasinda artan histolojik derece ile pozitif yonli zayIf-orta derecede
(r=0.48) korelasyon bulunurken, Ljubljana siniflamasinda ise pozitif yénlii iyi
derecede (r=0.64) bir korelasyon bulunmustur. ‘

Alti laringeal epiteliyal basit hiperplazi olgusu kontrol grubu olarak ele alinmis
ve bu grupla DSO siniflamasina gére derecelendirilen hafif ve orta derece
displazi olgulari ile Ljubljana siniflamasina gére derecelendirilen anormal

hiperplazi olgulart arasinda istatistiksel iligki incelenmistir.

a- DSO siniflamasina gore derecelendirilen hafif displazi olgulari ile basit

hiperplazi olgulari ve orta derecede displazi olgular ile basit hiperplazi
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olgular Ki-67 ekspresyonu agisindan kargllastlrlldlglnda istatistiksel olarak
anlamli (p=0.002 ve p=0.007) bir fark elde edilmigtir.

DSO siniflamasina gére derecelendirilen hafif displazi olgulari ile orta
derecede displazi olgulan Ki-67 ekspresyonu agisindan kargtlagtiriidiginda
yine istatistiksel olarak anlamli (p=0.044) bir fark elde edjlmistir.

Ljubljana siniflamasina gore derecelendirilen anormal hiperplazi olgulari ile
basit hiperplazi olgularn Ki-67 ekspresyonu agisindan kargilagtiriidiginda yine
anlamli (p=0.002) bir fark elde edilmistir.

DSO siniflamasina gére derecelendirilen hafif displazi olgulari ile basit
hiperplazi olgularr CD34 ile boyanan damar sayilari agisindan
karsilastinldiginda istatistiksel olarak anlamli (p=0.001) bir fark elde edilmistir.
Orta derecede displazi olgulari ile basit hiperplazi olgulari CD34 ile boyanan
damar sayilan agisindan karsilastiriidiginda yine istatistiksel olarak anlamli
(p=0.002) bir fark elde edilmistir. ¢

Ancak DSO siniflamasina gore derecelendirilen hafif displazi olgulari ile orta
derecede displazi olgulari CD34 boyanan damar sayilan agisindan
karsilastirldiginda istatistiksel olarak anlamli (p=0.09) fark elde edilmemistir.
Ljubljana siniflamasina gére derecelendirilen anormal hiperplazi olgulari ile
basit hiperplazi olgulari CD34 ile boyanan damar sayilar agisindan
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p=0.001) sonug elde edilmigtir.
p53 antikoru kullanilarak Ljubljana siniflandirmasina gére derecelendirilen
anormal hiperplazi olgulari ile kontrol grubundaki basit hiperplazi olgulari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli (p=0.04) bir fark elde edilmigtir.
DSO siniflandirmasina gore derecelendirilen hafif displazi olgulari ile kontrol
grubundaki basit hiperplazi olgulart p53 ekspresyonlart agisindan
karsilastinldiinda  istatistiksel olarak anlamli (p=0.07) bir fark elde
edilmezken, orta derecede displazi olgulari ile basit hiperplazi olgulari
karsilastirildiginda anlamli (p=0.01) bir fark elde edilmigtir.

Yine p53 antikoru kullanilarak DSO siniflamasina gére derecelendirilen hafif
displazi olgulan ile orta dereceli displazi olgulari kargilagtinidiginda
istatistiksel olarak anlamli (p=0.2) bir fark elde edilmemi§tir.
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OZET

Girig ve amag: Larinksin invaziv karsinoma ilerleyebilen epiteliyal hiperplastik-
displastik lezyonlari en sik olarak kord vokal ve interaritenoid alanda izlenir. Bu
lezyonlar daha gok orta-yasli sigara icen erkeklerde ortaya ¢ikmaktadir. Laringeal
'epiteliyal hiperplastik-displastik  lezyonlar *farkli risk gruplarina gore
derecelendiriimektedir. Ancak bu lezyonlarin histolojik Ozellikleri ve biyolojik
davraniglari arasindaki iliskinin her zaman uyumlu olmamasina bagli olarak bazi
zorluklar ortaya c¢ikmaktadir. Bu nedenle, kaynaklarda laringeal epiteliyal
‘hiperplastik-displastik lezyonlarla iligkili 20'den fazla siniflandirma 6nerilmistir.
Cesitli aragtirmacilar farkh histomorfolojik olgitleri kullanarak bu lezyonlari
siniflandirmiglardir. Bu lezyonlar, DSO (1991) siniflamasinda hafif, orta, siddetli
displazi ve in situ karsinom olarak derecelendirilirken, 1997 yilinda Ljubljana’da
onerilen yeni siniflamaya gére basit, anormal, atipik hiperplazi ve in situ karsinom
olarak derecelendiriimigtir.

Laringeal displastik lezyonlarin malign transformasyon orani % 1.5 ile % 52.9
arasinda degismektedir. Displazinin yalnizca mikroskopik olarak
derecelendiriimesi bazi yanhs pozitif ve daha gok da yanlig negatif sonuglara yol
agcmaktadir. Daha nesnel bir degerlendirmeye ve lezyonlarin neoplastik
potansiyelinin tahmin etmeye yardimci olabilecek yeni histolojik belirleyicilere
gereksinim vardir. Bu g¢alismada laringeal epiteliyal hiperplastik-displastik
lezyonlarda uygulanan baglica sinifiamalar olan DSO ve Ljubljana
siniflandirmalarinin kar§lla$t|rllma3| amaglanmigtir. Bu amagla ¢alisma
kapsamindaki hiperplastik ve displastik lezyonlarda anti Ki-67, p53 ve CD34
immundokukimyasal belirleyicileri kullanilarak proliferatif ~aktivite, genetik
degisiklikler ve anjiogenezis hakkinda nesnel verilerin saglanmasi ve sz konusu
siniflandirmalardaki histolojik ~ Slgitlerin  gegerliliinin  bu nesnel verilerle

degerlendiriimesi amaglanmistir.
Gere¢ ve yontem: DEUTF Patoloji Anabilim Dalinda 1990-2000 vyillari

arasinda laringeal epiteliyal hiperplastik-displastik lezyon tanisi almis 108 olgudan
54’0 calisma kapsamina alinmistir. Bu olgulara ait H&E preparatlarin timi
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yeniden gézden gegirilip, her bir olgu DSO ve Ljubljana siniflamalarina gére
yeniden derecelendirilmigtir.

Daha sonra olgulara Ki-67, p53 ve CD34 antijenleri ‘igin immunhistokimya
uygulanmigtir. Ki-67 antijeni icin pozitif boyanan hilcre ylzdesi, 1000 hticre
sayllarak hesaplanmistir. p53 antijeni igin nikleer boyanma gésteren hicrelerin
epitelin igindeki dagiimina goére skorlanma yapilmistir. CD34 antijeni iginse
subepiteliyal alandaki endotelyal hicreler gorilebilir hale getirildikten sonra, her
olgu i¢in ¢ alandaki damar sayilarinin ortalamasi hesaplanmgtir.

Istatistik: DSO ve Ljubljana siniflamasina gére derecelendirilen olgularin Ki-67
ve CD34 ekspresyonlari artan histolojik dereceler bazinda Kruskal Wallis testi ile
karsilastiriimigtir. Ki-67, p53 ve CD34 ekspresyqnlari ile her iki siniflamadaki artan
histolojik dereceler arasindaki korelasyon Spearman korelasyon testi ile
arastinlmigtir. Ayrica basit hiperplazi olgulan kontrol grubu olarak ele alinip,
hiperplazi olgularindaki immundokukimyasal ekspresyonlar DSO siniflamasindaki
hafif displazi ve orta dereceli displazi olgularinin immundokukimyasal
ekspresyonlari ile; ayrica yine kontrol grubunun verileri Ljubljana siniflamasindaki
anormal hiperplazi olgularinin immundokukimyasal verileri ile Mann-Whitney U ve
Chi-Square testleri kullanilarak karsilastirimistir. Ayrica DSO siniflamasindaki
hafif displazi olgular ile orta dereceli displazi olgularinin immundokukimyasal

verileri ayni istatistik testler kullanilarak karsilastiriimistir.

Bulgular: Caltsmada yer alan 54 olgunun 48'i (% 88.8) erkek, 6'si (% 11.1)
kadindir. Genel yag ortalamasi 52+12 (27-76) yildir. DSO siniflamasina gére 6
olgu basit hiperplazi, 22 olgu hafif displazi, 8 oigu orta derecede displazi, 12 olgu
siddetli displazi ve 6 olgu karsinoma in situ tan|é| almistir. Ljubljana siniflamasina
gore ise 6 olgu basit hiperplazi, 26 olgu anormal hiperplazi, 15 olgu atipik
hiperplazi ve 7 olgu karsinoma in situ tanisi almigtir.

Her iki siniflamada olgularin artan histolojik dereceleri ile Ki-67 ve CD34
ekspresyonlari arasinda anlamii sonug elde edilmistir. Yine her iki sinifiamada
olgularin histolojik dereceleri ile Ki-67, p53 ve CD34 ekspresyonlari arasinda
pozitif yonlu korelasyon saptanmistir. Basit hiperplazi olgulan kontrol grubu olarak
ele alindiginda, DSO siniflamasina gére derecelendirilen hafif displazi ile basit
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hiperplazi olgulari, orfa derecede displazi ile basit hiperplazi olgulan ve hafif
displazi ile orta derecede displazi olgulari Ki-67 ekspresyonlar agisindan
kargilagtirildiginda anlamii bir fark elde edilmigtir. Benzer sonuglar Ljubljana
siniflamasina goére derecelendirilen anormal hip'érplazi ile basit hiperplazi olgulari
arasinda da elde edilmisti. CD34 ile boyanan damar sayilari agisindan, DSO
siniflamasina gore derecelendirilen hafif displazi olgulari ile basit hiperplazi
olgulari; orta derece displazi olgulari ile basit hiperplazi olgulari kargilagtiriidiginda
anlamh bir fark elde edilirken, hafif displazi olgular ile orta derece displazi olgulari
karsilastiriidiginda anlamli bir fark elde edilmemistir. Ljubljana siniflamasina gore
derecelendirilen anormal hiperplazi olgulari ile basit hiperplazi olgulan
karsilastinldiginda yine anlamli bir fark elde edilmigtir. DSO siniflamasina gore
derecelendirilen orta dereceli displazi olgular ile basit hiperplazi olgulart p53
ekspresyonlari agisindan karsilastinldiginda anlamh bir fark elde edilirken, hafif
displazi olgular ile basit hiperplazi olgulart ve hafif displazi olgulan ile orta
dereceli displazi olgulari arasinda anlamli bir fark elde edilememistir. Ljubljana
siniflamasina goére derecelendirilen anormal hiperplazi olgulari ile basit hiperplazi
olgulari p53 ekspresyonu agisindan karsilastirildiginda ise anlamli bir fark elde
edilmistir.

Tartisma ve sonug: Her iki siniflamada da Ki-67, p53 ve CD34 ekspresyonlari
artan histolojik dereceler ile olumlu korelasyon gc'istermel‘dedir. Ancak, p53 ve
CD34 ekspresyonlari ile ilgili verilerimiz DSO siniflamasindan gok Ljubljana
siniflamasindaki  derecelerin daha nesnel Olgltlere dayandigi tezini
desteklemektedir. Ortayalglkan verilere gére, DSO siniflamasinda lezyonlarin hafif
ve orta derece displazi seklinde ayrilmasi p53 ve CD34 ekspresyonlari ile tam bir
paralellik gdstermemektedir. DSO siniflamasindaki bu kategorilerin, Ljubljana
siniflamasinda oldugu gibi tek bir baslik altinda toplanmasi makul gériinmektedir.
Ancak calismamizda kullandigimiz olgu serisinin ¢ok genis olmamasi ve sinirli
sayida Dbelirleyicilerin  kullanilmis olmasi nedeniyle, DSO ve Ljubljana
siniflamalarinin yeterliligi ve nesnelligini test etme agisindan daha genis serilerde
yapilan galigmalara-gereksinim vardir.
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SUMMARY

Introduction and objective: Laryngeal epithelial hyperplastic-dysplastic lesions
with progression to invasive carcinoma are seen most common in the vocal cord
and interarytenoid field. These lesions most often occur on mid aged smoking
males. Laryngeal epithelial hyperplastic-dysplastic lesions are graded according to
different risk groups. As there is sometimes discordance between established
histopathological criteria and the biological behavior of these lesions, some
difficulties occur. So, more than 20 classifications have been proposed associated
with laryngeal epithelial hyperplastic-dysplastic lesions in literature. Various
investigators classified these lesions using different histomorphological criteria.
While these lesions graded as mild, moderate, severe dysplasia and in situ
carcinoma for WHO (1991) classification, according to new classification suggested
in Ljubljana on 1997 these lesions graded as simple, abnormal, atypical hyperplasia
and in situ carcinoma.

The rate of malignant transformation of laryngeal dysplastic lesions ranges
between 1.5% and 52.9%. Evaluations of dysplasia solely based on light
microscopic examination may lead to false-positive or even to false-negative
results. Therefore, new markers are required in order to provide more objective data
when it comes to determining the neoplastic potential of these lesions. In this study,
the comparison of the WHO and the Ljubljana classifications applying to laryngeal
epithelial hyperplastic-dysplastic lesions was aimed. With this purpose, it was aimed
to provide objective data about proliferative activity, genetic changes and
angiogenesis by using Ki-67, p53 and CD34 immunohistochemical markers and to
evaluate validity of histological criteria of these classifications with these objective
data.

Material and methods: Of 108 cases diagnosed laryngeal epithelial
hyperplastic-dysplastic lesion from the archives of Dokuz Eylul University, School of
Medicine, Department of Pathology between 1990-2000 years, 54 cases were
included in this study. The histologic slides were re-examined, and each case was

reclassified according to both the WHO and the Ljubljana classifications.
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Then, sections from each paraffin block were stained for Ki-67, p53 and CD34
antibodies. For Ki-67 antigen, evaluation of immunostaining was based on the
percentage of positively stained nuclei by counting 1000 cells. For p53 antigen,
scoring was done based on the distribution of positively stained cells within the
epithelium. For CD34 antigen, subepithelial CD34-positive vessels were counted in

three high power fields for each case, and then the mean value was calculated.

Statistical analysis: Ki-67 and CD34 expressions of cases graded according to

the WHO and the Ljubljana classifications were compared by Kruskal Wallis test
with increasing histological grades. Correlation between Ki-67, p53 and CD34
expressions and increasing histological grades according to the WHO and the
Ljubljana classifications was investigated by Spearman corelation test. Also simple
hyperplasia was taken as control group, immunohistochemical expressions of
cases with hyperplasia were compared with immunohistochemical expressions of
cases with mild dysplasia and moderate dysplasia at the WHO classification; also
results of control group were compared with immunohistochemical expressions of
cases with abnormal hyperplasia at the Ljubljana classification by using
Mann-Whitney U and Chi-Square tests. Also immunohistochemical expressions of
cases with mild dysplasia were compared with immunohistochemical expressions of
cases with moderate dysplasia at the WHO classification by using same statistical

tests.

Results: Of 54 cases, 48 were men (88.8%) and six were women (11.1%). The
mean age for all cases was 52+12 (27-76) years. According to the WHO
classification, six cases were squamous cell hyperplasia, 22 cases were mild
dysplasia, eight cases were moderate dysplasia, 12 cases were severe dysplasia
and six cases were carcinoma in situ. According to the Ljubljana classification, six
were simple hyperplasia, 26 cases were abnormal hyperplasia, 15 cases were
atypical hyperplasia and seven cases were carcinoma in situ.

There was a significant result between cases of increasing histological grades
and Ki-67 and CD34 expressions of both the WHO and the Ljubljana classifications.

As well as there was a positive correlation between Ki-67, p53 and CD34
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expressions and histological grades. When simple hyperplasia was taken as control
group, there was a significant difference between mild dysplasia and simple
hyperplasia, moderate dysplasia and simple hyperplasia, and mild and moderate
dysplasia graded according to the WHO classification compared with Ki-67
expressions. Similar results were obtained between abnormal hyperlasia and
simple hyperplasia graded according to the Ljubljana classification. With regard to
counts of vessels with stained CD34, a significant difference was obtained between
mild dysplasia and simple hyperplasia and moderate dysplasia and simple
hyperplasia, there was not a significant difference between mild and moderate
dysplasia graded according to the WHO classification. A significant difference was
also obtained between abnormal hyperlasia and simple hyperplasia graded
according to the Ljubljana classification. For the p53 expression scores, there was a
significant difference between moderate dysplasia and simple hyperplasia graded
according to the WHO classification, there were not significant differences between
mild dysplasia and simple hyperplasia, and mild dysplasia and moderate dysplasia.
When compared with p53 expressions, a significant difference was obtained
between abnormal hyperplasia and simple hyperplasia graded according to the
Ljubljana classification

Discussion and conclusion: There was a positive correlation between and
Ki-67, p53 and CD34 expressions of both the WHO and the Ljubljana
classifications. But results of p53 and CD34 expressions supported thesis that
grades of the Ljubljana classification based on more objective criteria compared
with the WHO classification. According to obtained results, it showed no correlation
between mild and moderate dysplasia categories of the WHO classification with
regard to p53 and CD34 expressions. These categories in the WHO classification
was favored to collect under a single title as in the Ljubljana classification. Since our
case series were not very large and limited markers were used in our study, there is
necessity to studies done with more large series in terms of examining the

sufficiency and obijectivity of the WHO and the Ljubljana classifications.
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