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OZET

Giris ve Amac: Organ koruyucu tedavi uygulanan larinks skuamoz hiicreli
karsinomlarinin tedavisindeki en biiyiik sorunlardan biri tedavi direncidir. JAK/STAT
sinyal yolagi, son zamanlarda tedavi direnci ile iliskilendirilen major sinyal
yolaklarindandir. STAT3 ekspresyon seviyesindeki artisin radyoterapi ve/veya
kemoterapi direnci ile iliskili olabilecegi ve STAT3 inhibitorlerinin hedefe yonelik
tedavide kullanilabilecegi giindeme gelmistir. Calismamizin amaci, larinks skuamoz
hiicreli karsinom tanis1 alan ve organ koruyucu tedavi protolokii uygulanan hastalarda,
STAT3 ekspresyonunun tedavi direnci ve Kklinik/histopatolojik prognostik
parametrelerle iliskisini arastirmaktir. Ikincil amacimiz ise radikal cerrahi
(larenjektomi) uygulanan, tedaviye direncli vakalarda tani biyopsileri ve larenjektomi
materyallarinde STAT3 ekspresyon durumunu degerlendirmek; bu sayede tedavi

direncinin tani1 biyopsilerinden 6ngoriilebilirligini aragtirmaktir.

Gereg¢ ve Yontem: Calismamizda T.C. Saghk Bilimleri Universitesi Diskapi
Yildirim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Patoloji kliniginde 2008-2022
yillar1 arasinda larinks skuamoz hiicreli karsinomu tanis1 alan ve cerrahi dis1 tedavi
uygulanan 123 vaka dahil edildi. Vakalar, uygulanan organ koruyucu tedavilere yanit
durumlarina gore tedaviye sensitif hasta grubu (TSHG) ve tedaviye rezistan hasta
grubu (TRHG) olmak iizere iki gruba ayrildi. TSHG nun tani biyopsilerine ait birer
adet; TRHG nun tan1 biyopsilerine ve tedavi sonrasi biyopsilerine ait tiimoral dokulari
igeren ikiser adet parafin bloktan elde edilen kesitlere immiinohistokimyasal olarak p-
STAT3 antikoru uygulandi. p-STAT3 ekspresyonu skorlanarak, STAT3 ekspresyon
diizeyinin tedavi direnci ve klinik/patolojik prognostik parametrelerle iligkisi

degerlendirildi.

Bulgular: Vakalar TSHG ve TRHG olarak ayrilmis ve her iki grubun tani
biyopsilerinde p-STAT3 ekspresyonu degerlendirilmis olup iki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir boyanma farki saptanmadi. TSHG’ nun tani yasi,
TRHG’na gore anlamli olarak daha ileri bulundu (p= 0,038). TSHG’da subglottik
lokalizasyonda tiimor olmadig1 ve diger lokalizasyonlardaki tiimdrlerin benzer oranda

oldugu; TRHG’da ise tiimorlerin en sik transglottik lokalizasyonda oldugu goriildii.
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Bu dagilim farki istatistiksel olarak anlamli idi (p=0,001). Vakalar STAT3 ekspresyon
diizeylerine gore iki gruba ayrilip degerlendirilmis olup iki grup arasinda
histopatolojik ve klinik prognostik parametreler agisindan anlamli bir fark saptanmada.
Ayrica TRHG’ndaki  vakalarin, tan1  biyopsilerindeki ve larenjektomi
materyallerindeki STAT3 boyanmasinin ortanca degerleri arasinda anlamli bir fark

goriilmedi.

Sonug¢: Calismamizda STAT3 immiinekspresyonu, larinks skuaméz hiicreli
karsinomlarinda kemoradyoterapi direnci ile iligkili bulunmamistir. STAT3
ekspresyon diizeyi prognostik parametrelerle ve sagkalimla iliskili gériinmemektedir.
Bu nedenle STAT3, tedavi direncini ve hastalik prognozunu 6ngérmemize katki
saglayacak bir biyobelirteg olarak degerlendirilememistir. TSHG, TRHG’na gore daha
ileri yaslarda tan1 almaktadir. TSHG ve TRHG’nda tiimor lokalizasyonlar1 farklilik
gosterme egilimindedir. TRHG’ndaki vakalarin, tan1 biyopsileri ve larenjektomi
materyallerindeki STAT3 boyanmasinda fark gozlenmemesi, JAK/STAT sinyal
yolaginin tedavi siirecinin basinda ve sonunda benzer diizeyde etkin oldugunu; verilen
tedavilere sekonder olarak sonradan aktive veya inhibe olup tedavi direncine neden

olmadigini diisiindiirebilir.

Anahtar Kelimeler: Laringeal skuamdz hiicreli karsinom, STAT3, tedavi direnci



ABSRACT

Introduction and Aim: One of the biggest problems that laryngeal squamous
cell carcinomas patients which are receiving organ-preserving treatment have is the
treatment resistance. The JAK/STAT signaling pathway is one of the major signaling
pathways recently associated with treatment resistance. It has been brought to the
agenda that the increase in STAT3 expression level may be associated with
radiotherapy and/or chemotherapy resistance and that STAT3 inhibitors can be used
in targeted treatment. The aim of our study is to investigate the relationship of STAT3
expression with treatment resistance and clinical/histopathological prognostic
parameters in patients diagnosed with laryngeal squamous cell carcinoma and
undergoing organ-preserving treatment protocol. Our secondary aim is to evaluate the
STAT3 expression status in diagnostic biopsies and laryngectomy materials in
treatment-resistant cases undergoing radical surgery (laryngectomy); thereby

investigating the predictability of treatment resistance from diagnostic biopsies.

Materials and Method: In our study 123 cases were included that have been
diagnosed with laryngeal squamous cell carcinoma and were receiving non-surgical
treatment between 2008-2022 at the Diskap1 Yildirim Beyazit Training and Research
Hospital, Medical Pathology clinic. The cases were divided into two groups as
treatment-sensitive patient group (TSPG) and treatment-resistant patient group
(TRPG) according to their response to organ-preserving treatments. One of each
TSPG's diagnostic biopsies’ sections and two of each TRPG’s sections from diagnostic
and post treatment biopsies was stained with p-STAT3 immunohistochemically. The
relationship of STAT3 expression level with treatment resistance and
clinical/pathological prognostic parameters was evaluated by scoring p-STAT3

expression.

Results: Cases were separated as TSPG and TRPG, and p-STAT3 expression
was evaluated in the diagnostic biopsies of both groups, and no statistically significant
staining difference was found between the two groups. However, diagnosis age of
TSPG have been found significantly higher compered to TRPG (p= 0,038). In TSPG,

it was seen that there is no tumor at the subglottic localization and tumors at other



localizations have a similar rate; for TRPG, on the other hand the tumors were mostly
at the transglottic localization. This distribution difference was statistically significant
(p= 0.001). The cases were divided into two groups according to their STAT3
expression levels and no significant difference was found between the two groups in
terms of histopathological and clinical prognostic parameters after the evaluation. In
addition, for the cases of TRPG there was no significant difference between the median

values of STAT3 staining in diagnostic biopsies and laryngectomy materials.

Conclusion: In our study there has been no relationship that is found between
STAT3 immunoexpression and chemoradiotherapy resistance in laryngeal squamous
cell carcinomas. STAT3 expression level does not appear to be associated with
prognostic parameters and survival. Therefore, STAT3 could not be evaluated as a
biomarker that would contribute to our prediction of treatment resistance and disease
prognosis. TSPG is diagnosed at a later age than TRPG. Tumor localizations of TSPG
and TRPG tend to differ. The lack of STAT3 staining difference for diagnostic
biopsies and laryngectomy materials might suggest that JAK/STAT signaling pathway
Is similarly active at the beginning and end of the treatment process; it is not activated

or inhibited secondarily to given treatments and does not cause treatment resistance.

Keywords: Laryngeal squamous cell carcinoma, STAT3, treatment resistance
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1. GIRIS

Larinks kanserleri, yillik kanser vakalarimin %]1,1 kadarimi olusturmaktadir.
Bas ve boyun kanserleri i¢inde en sik goriilen kanserlerdendir (1). Solunum yollarinin
akciger kanserinden sonra gelen ikinci en sik kanseridir. Larinks kanserlerinin
%95’ten fazlasini skuamoz hiicreli karsinomlar (SHK) olusturmaktadir (2). Hastalarin
tan1 anindaki evreleri ile sagkalim oranlar1 arasinda kuvvetli bir iliski vardir. Erken
evre larinks kanserlerinde kiir oranlar1 %80-90’a yaklagmustir (3). Ancak vakalarin
%60 kadar1 tan1 aninda ileri evrededir. Onkolojik hastaliklar i¢inde 5 yillik sagkalimi
diisiis gosteren kanserlerdendir. 5 yillik sagkalim son 40 yilda %66°dan %63’e diislis
gostermistir (4).

Larinks skuamoz hiicreli karsinomlarinin tedavisinde esas amag hastaligi
kontrol etmek; ikincil amaglar ise trakeostomiden ka¢inmak, fonasyon ve yutma
fonksiyonlarmin korunmasidir. Tedavide geleneksel olarak cerrahi, radyoterapi,
sistemik tedavi (kemoterapi) ya da kombine tedaviler uygulanmaktadir (5). Son
dekadda tedavi yaklagimlari organ koruyucu tedaviler tizerinde yogunlagmistir. Organ
koruyucu tedavilerde radyoterapi, kemoterapi ve hedefe yonelik ajanlarla
larenjektomiye gerek kalmadan kiir sansi saglanabilmektedir (6). Bu tedavi
protokolleri ile bir grup hastada hastalik kontrolii saglanabilmekte ve larenjektomiye
ihtiyag duyulmamaktadir, fakat bazi hastalar uygulanan tedavilere direng
gostermektedir. Organ koruyucu tedavilerin basarisin1 6ngéren belirtegler aransa da
tedavi se¢imini ve prognozu yonlendirebilecek bir marker heniiz bulunamamustir (3).
Kemoterapi ve radyoterapi direnci larinks skuamdéz hiicreli karsinomlarinin
tedavisinde en biiyilk bariyerlerden biridir. Bu nedenle altta yatan direng
mekanizmalarinin daha 1y1 anlasilmasi, mevcut olan az sayidaki tedavi segeneklerine
olan yanitin artmasi ve yeni gelistirilecek potansiyel tedavi ajanlar1 agisindan yeni
hedef molekiillerin tanimlanmasi i¢in oldukca dnemlidir. Pek ¢ok major sinyal yolagi
ve farkli mekanizmalar bas boyun SHK’larinda kemoradyoterapi direng
mekanizmalariyla iligkili bulunmustur. Arastirilan bu yolaklardan bir tanesi de Janus
Kinase (JAK)/ signal transducer and activator of transcription (STAT) sinyal

yolagidir (7).



JAK-STAT sinyal yolagimin efektor molekiilii olan STAT3, ¢esitli hiicresel
sinyal yolaklarini diizenleyen intraselliiler bir sinyal molekiiliidiir. Aktive oldugunda
niikleusa transloke olarak proliferasyon, anjiyogenez ve DNA tamiri gibi ¢ok sayida
esansiyel hiicre fonksiyonlarini diizenleyici rolii vardir. Son yillarda yapilan
calismalarda, tiimoral hiicrelerde STAT3 overekspresyonu ya da persistan
aktivasyonunun olabilecegi gosterilmistir. Ayrica STAT3 ekspresyon seviyesindeki
artisin kemoradyoterapi direnci ile iliskili olabilecegi ve STAT3 inhibitorlerinin
hedefe yonelik tedavide ve direng gelistiren olgularda kullanilabilecegi giindeme

gelmistir (8).

Calismamizin amaci, larinks skuamoz hiicreli karsinom tanisi alan ve organ
koruyucu tedavi uygulanan hastalarda; uygulanan organ koruyucu tedavi protokoliine
yanit veren vakalar ile tedaviye direng gosteren vakalar arasinda, fosforile-STAT3 (p-
STAT3) antikoruna ait immiinohistokimyasal boyanma 6zelliklerinin tespit edilerek,
tedavi direnci gelismesi beklenen hasta grubunu ilk tani aninda, tedavi semasi
baslanmadan 6nce dngorebilmektir ve bu sayede tedaviye yol gosterebilmektir. Bunun
yanisira p-STAT3 antikoruna ait boyanma o&zelliklerinin histopatolojik ve klinik

prognostik parametrelerle iligkisinin saptanmasi da hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. LARINKS EMBRiYOLOJISi

Larinks embriyolojisi prenatal evre ve postnatal evre olarak iki donemde
incelenmektedir (9). Larinksin supraglottik bolimii 3. ve 4. brankial arktan
gelismektedir. Bu nedenle bu arklardan koken alan oral kavite ve orofarinks
gelisimiyle iliskilidir. Glottik ve subglottik bdlge ise trakea ve akcigerlerin de kdken
aldig1 6. brankial arktan gelismektedir. Bocca ve arkadaslari da larinksin embriyolojik
olarak iist ve alt kisim olarak iki ayr1 hemilarinksten olustugunu ve her bir yarinin
kendine ait bir gelisimsel kdkeni ve bagimsiz bir lenfatik sirkiilasyonu oldugunu
gostermislerdir. Bu embriyolojik demarkasyon, larinks kanserlerinin orijini ve

yayiliminda 6nemli bulunmustur (10).

Larinks, intrauterin yaklasik 4. haftada olusmaya baslar ve kompleks bir
embriyolojik gelisime sahiptir (9). Gelisimi postnatal donemde de devam eder. Daha
belirgin olarak hayatin ilk yillarinda biiylir ve genisler. Neonatal donemde C1-C4
vertebralar hizasinda yer alirken zamanla olagan lokalizasyonu olan C4-C7 vertebralar
hizasina gelir (11). Puberte doneminde de tiim larinkste cinsiyete gore farklilik

gosteren bir biliylime ve gelisme gozlenir (9).

2.2. LARINKS HIiSTOLOJISI

Larinksin en iistiinde yer alan epiglottisin dile bakan ‘lingual’ ve larinkse bakan
‘laringeal’ yiizli vardir. Lingual yiizlinlin mukozas1 non-keratinize ¢ok katli yassi
epitel ile doselidir. Bu epitel epiglottis apeksine ve laringeal yiizeyin yaklasik st
yarisina kadar uzanir. Non-keratinize ¢ok katli yassi epitel, laringeal yiizeyin bazaline
dogru yalanci ¢ok katli silli silindirik epitele doniisiir. Laringeal veya lingual yiiz
epitelleri i¢inde tat tomurcuklar1 ve lenfoid agregatlar da bulunabilir. Epitel altinda

lamina propriada tiibiiloasiner seromiikoz bezler yer almaktadir (12).

Epiglottisi orten yalanct ¢ok katl silli silindirik epitel, plica vestibularislerin,
ventrikiillerin ve plica vokalislerin altinda kalan larinks mukozasinin yiizey epitelini

de olusturmaktadir. Bu alanlarda epitel altinda lamina propriada, seromiik6z bezler, bu



bezlerin bosaltim kanallari, kan damarlari, yag hiicreleri ve lenfoid agregatlar bulunur.
Lenfoid agregatlar ventrikiilde daha fazla sayida bulunabilir ve bu durumda laringeal
tonsil olarak adlandirilir. Plica vokalislerin mukozasi farkli olarak, non-keratinize ¢ok
katli yassi epitel ile doselidir. Lamina propria bu bdlgede kalin olup skuamdz epitel ile
vokal ligament arasinda uzanan gevsek bir bag dokudan olusmaktadir. Reinke boslugu
olarak da anilan bu lamina propriada, az sayida kapiller damar ve oldukga seyrek
serdmiisindz gland bulunmaktadir. Bu alanda lenfatik damarlar gézlenmemektedir. Bu
olduca kisitli vaskiiler yapilanma sayesinde glottik tiimdrler siirli kalma egilimi

gostermektedirler (12, 10).

Sigara igmeyen kisilerin yaklasik yarisinda, supraglottik ve infraglottik
bolgelerdeki olagan solunum epiteli arasinda yamalar halinde skuamoz epitel
izlenebilir. Sigara i¢en bireylerde ise larinks epiteli siklikla keratinize olmayan ¢ok

katli skuamdz epitele transforme olur (10).

Larinksin epiglottis disindaki major kikirdaklarinin timii hyalin kikirdak
yapisindadir. Epiglottis farkli olarak elastik kikirdaktan olusur ve ¢ok sayida

fenestrasyon igerir (10).
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Sekil 1: Larinksin histolojisi (12)



2.3. LARINKS ANATOMISI

2.3.1. Genel Anatomi

Larinks, boynun iist ve 6n tarafinda, dil kokii ile trakea arasinda bulunan, alt
solunum yollarina ait bir organdir. Havanin trakeaya iletimi yanisira fonasyon ve
yabanci cisimlerin alt solunum yollarina ge¢mesini engellemek {iizere sfinkter
fonksiyonuna sahiptir (9, 13). Anatomik olarak 3. ve 6. servikal vertebralar (C3-C6)
arasinda bulunur. Cocuklarda ve kadinlarda daha yukarida lokalize olabilir. Larinks,
anteriorda deri ve fascialar ile, posteriorda farinksin alt segmenti olan laringofarinks
ile, yanlarinda kaslar, damar-sinir paketi ve tiroid bezinin sag ve sol loblar ile
komsuluk gostermektedir. Siiperiorda hyoid kemige ligament ve kas araciliiyla baglh

olup inferiorda trakea ile devamlidir (14).

Larinks iskeleti kikirdak yapilar ve bunlarin birbiri ile baglantisin1 saglayan

ligamentler, membranlar ve kaslardan olusur (13).

2.3.2. Larinks Kikirdaklari

Larinks iskeleti, cartilago epiglottica, cartilago thyroidea, cartilago cricoidea
adi verilen 3 adet tek kikirdak ile cartilago arytenoidea, cartilago corniculata, cartilago
cuneiformis adi verilen 3 adet ¢ift kikirdak olmak iizere toplam 9 adet kikirdaktan
olugmaktadir. Cartilago triticea ve cartilago sesamoidea denen ¢ift kikirdaklar da bazi

insanlarda goriilebilir (14).

2.3.3. Larinksin Ligament/Membranlari

Larinks kikirdaklari, ligamentler ve membranlardan meydana gelen bir aski
sistemiyle birbirine baglanmistir. Larinks ligament ve membranlari, ekstrensik ve

intrensik olmak iizere iki gruba ayrilir (9).



2.3.3.1. Ekstrensik ligament/membranlar

Membrana thyrohyoidea, ligamentum (lig.) thyrohyoideum medianum, lig.
thyrohyoideum laterale, lig. cricotracheale ve lig. cricopharyngeum larinksin

ekstrensik ligament/membranlarini olusturmaktadir (9).
2.3.3.2. Intrensik ligament/membranlari

Lig. thyroepiglotticum, lig. cricothyroideum, lig. cricothyroideum medianum,
lig. ceratocricoideum, lig. cricoarytenoideum, membrana fibroelastica, conus
elasticus, lig. vocale, lig. vestibulare ve membrana quadrangularis larinksin intrensik

ligament/membranlarini olusturmaktadir (9).
2.3.4. Larinksin Eklemleri

Larinks iki cift ekleme sahiptir. Eklemlerin her ikisi de gercek eklem olup
hareket yetenegine sahiptir (9).

Articulatio cricothyroidea; Krikoid kikirdagin yan yiizii ile tiroid kikirdagin
cornu inferiusu arasinda bulunan eklemdir. Hareketi lig. vocale’lerin gerilmesini

saglar (9).

Articulatio cricoarytenoidea; Aritenoid kikirdagin tabani ile krikoid
kikirdagin arka yan iist kenar1 arasinda bulunan eklemdir. Hareketi rima glottis’in

acilip kapanmasini ve plica vocalis’in gerilmesini saglar (9).
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Sekil 2: Larinksin kikirdaklari ve ligamentleri (6nden ve arkadan goriiniis) (15)
2.3.5. Larinksin Kaslarn

Larinksin kaslari, lokalizasyonu, orijini ve inervasyonuna gore ekstrensek

kaslar ve intrensek kaslar olmak tizere iki gruba ayrilir (9).
2.3.5.1. Ekstrensek kaslar

Origo ya da insertiosu larinks diginda yer alan kaslardir. Larinksin komsu
yapilarla baglantisin1 saglarlar. Larinksin konusma esnasinda sabitlenmesinden,
yutkunma esnasindaki vertikal hareketlerinden ve plica vokalis’in gerilmesinden
sorumludurlar. Bu grup kaslar; musculus (m.) thyrohyoideus, m. sternothyroideus, m.
stylopharyngeus, m. palatopharyngeus, m. salpingopharingeus, m. constrictor
pharyngis inferior’un pars cricopharyngea’st ve m. constrictor pharyngis inferior’un

pars thyropharyngea’sidir (14, 9).



2.3.5.2. intrensek kaslar

Hem origo hem insertiosu larinksin i¢inde bulunan kaslardir. Intrensek kaslarin
timiiniin origo ya da insertio yeri tiroid kikirdaktir. Bu grupta yer alan kaslar; m.
cricothyroideus, m. cricoarytenoideus posterior ve lateralis, m. thyroarytenoideus, m.
vocalis, m. thyroepiglotticus, m. arytenoideus, m. arytenoideus transversus ve m.
arytenoideus obliquus’tur. M. arytenoideus transversus tek, diger tiim kaslar g¢ifttir. Bu
grup kaslar rima glottidis’in acilip kapanmasinda, plica vokalislerin boyunu ve
gerginligini ayarlamada ve larinks giriginin kapanmasinda fonksiyon gosterirler (14,
9, 13).

2.3.6. Larinksin I¢ Yapisi

Larinksin giris kismina aditus laryngis, igerisinde buluna bosluga ise cavitas
laryngis adi verilir. Cavitas laryngis vestibulum laryngis, ventriculus laryngis ve

cavitas infraglottica olmak {izere 3 boliime ayrilarak incelenir (14):

Vestibulum Laryngis: Aditus laryngis’ten plica vestibularis’e kadar olan
kisimdir (14).

Ventriculus Laryngis: Plica vestibularis ile plica vocalis arasinda kalan larinks
boslugudur (14).

Cavitas Infraglottica: Plica vocalis’ten trakeaya kadar uzanan kisimdir (14).
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Sekil 3: Larinksin intrensek ve ekstrensek kaslar1 (arkadan, yandan ve iistten

gortiniis) (15)

2.3.7. Larinksin Kompartmanlari

Larinksin anatomik kompartmanlart supraglottik bolge, glottik bolge ve
subglottik bolge olmak tizere 3 boliimde incelenir (16):

2.3.7.1. Supraglottik bolge

Epiglottisin iist kenarindan baslayarak ventrikiillere kadar uzanan bolgedir.

Epiglottisin lingual ve laringeal yiizii, aryepiglottik foldlar, aritenoidler, yalanci
kordlar ve ventrikiiller bu bélgede yer almaktadir (16).



2.3.7.2. Glottik bolge

Ventrikiillerden baslayip ger¢cek vokal kordlarin yaklasik 1 cm altina kadar
uzanan bolgedir. Gergek vokal kordlari, 6n komissiirii ve arka komissiirii

icermektedir (16).

2.3.7.3. Subglottik bolge

Gergek vokal kordlarin yaklasik 1 cm altindan baslayip, krikoid kikirdagin alt

kenarina degin uzanan boliimdiir (16).
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Sekil 4: Larinksin kompartmanlari (16)

2.3.8. Larinksin Damarlari ve Sinirleri

Arterleri: Arteria (a.) thyroidea superior’un dali olan a. laryngea superior ve
ramus cricothyroideus ile a. thyroidea inferior’un dali olan a. laryngea inferior ile

beslenir (14).

Venleri: vena (v.) laryngea superior ve v. laryngea inferior araciligi ile v.

brachiocephalica sinistra’ya iletilir (14).
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Lenfatikleri: Plica vocalis’lerin tist kisminin lenfatik drenaji nodi cervicales
profundi superiores’e olurken; plica vocalis’lerin alt kisminin lenfatik drenaji nodi

cervicales profundi inferiores’e olmaktadir (14).

Sinirleri; inervasyonu nervus (n.) vagus’a ait dallar olan n. laryngeus superior

ve n. laryngeus recurrens (inferior) tarafindan olmaktadir (14).

2.4, LARINKS KANSERLERI

2.4.1. Giris

Laringeal ve hipofaringeal tiimorler, yiizey epitelinden, epitel altt yumusak

dokulardan, tiikiiriik bezi dokusundan ya da kikirdak dokudan kaynaklanabilir (2).

Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin 2022 yilinda giincelledigi larinks tiimérleri
siiflamasi Tablo 1'de gosterilmistir (17).

Tablo 1: Larinks, hipofarinks, trakea ve parafaringeal bosluk tiimérlerinin DSO
siiflamasi

PREKURSOR LEZYONLAR
e Skuamdz papilloma ve papillomatozis
e Laringeal ve hipofaringeal epitelyal displazi

SKUAMOZ HUCRELI KARSINOMLAR
e Konvansiyonel skuamoz hiicreli karsinoma
e Verriikoz karsinoma
e Bazaloid skuamoz hiicreli karsinoma
e  Papiller skuamdz hiicreli karsinoma
e igsi hiicreli skuaméz hiicreli karsinoma
e Adenoskuamoz karsinoma

e Lenfoepitelyal karsinoma

HiPOFARINKS, LARINKS, TRAKEA VE PARAFARINGEAL BOSLUGA OZGU
MEZENKIMAL TUMORLER

e Laringeal kartilajindz tiimorler

2.4.2. Epidemiyoloji

Larinks kanserleri, bas ve boyun kanserleri i¢inde en sik goriilen

kanserlerdendir. Yillik kanser vakalarinin %1,1 kadarini olusturmaktadir (1). Larinks
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kanserlerinin %95’ten fazlasini ise skuamoz hiicreli karsinom (SHK) olusturmaktadir.
Larinks ve hipofarinksin SHK’u, solunum yollarinin akciger kanserinden sonra gelen
ikinci en sik kanseridir. Siklig1 erkeklerde belirgin olarak daha yiiksektir. Erkeklerde
tim malignitelerin %1,6-2’sini olustururken; kadinlarda bu oran 9%0,2-0,4’tiir.
Kadinlardaki sikligi, sigara kullanimimin yayginlasmasmna bagli olarak artis
egilimindedir. Laringeal SHK siklig1 hem ayni iilke i¢inde hem de tilkeler arasinda

cografik farkliliklar gostermektedir (2).

Larinks karsinomlar1, siklikla 6.-7. dekatta ortaya ¢ikar ancak nadir olarak

cocuklarda da tanimlanmis vakalar mevcuttur (18).

Vakalarin %60 kadar1 tan1 aninda ileri evrededir (Evre 3 ve 4). Onkolojik
hastaliklar arasinda 5 yillik sagkalimi son 40 yilda diisiis gosteren kanserlerdendir. 5

yillik sagkalim %66°dan %63’¢ diisiis gostermistir (4).

2.4.3. Etiyoloji

Sigara ve alkol tliketimi, larinks karsinomu gelisiminde en Onemli risk
faktorlerini olusturur. Vakalarin biiylik bir kisminda sigara ve/veya alkol kullanim
Oykiisii vardir. Ayrica, sigara ve alkol tiiketiminin birlikte olmas1 durumunda kanser
gelisim riskinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Glottik bolge tiimdrleri i¢in esas risk
faktorii sigara iken; supraglottik bolge tiimorleri igin alkol tiiketimi daha 6nemli bir risk
faktortdiir (19). En yiiksek kanser riski aktif sigara igicilerinde olup; sigara kullanimi
birakildiginda risk belirgin olarak azalmaktadir (20). Sigara ve alkol tiiketiminin 6niine

gecildiginde laringeal kanserlerin %90 kadar1 6nlenebilmektedir (2).

Gastroozefageal reflii, beslenme aligkanliklari, vitamin eksikligi, radyasyon
maruziyeti, HPV ve EBV enfeksiyonu ile sosyoekonomik durum da lanringeal kanser
riskini artiran diger risk faktorlerindendir. Sigara ve alkol disindaki bu faktorler, SHK

gelisiminde sinirl rol oynamaktadir (2, 21).

2.4.4. Klinik Ozellikler

Larinks karsinomlari, orijin aldiklari larinks kompartmanina ve bu alanlardaki

anatomik Ozelliklere bagl olarak farkli yayilim, klinik ve prognostik ozelliklere
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sahiptirler. Larinksteki lokalizasyonlarina gore ‘supraglottik’, ‘glottik’, ‘subglottik’ ve
‘transglottik’ tiimorler olmak tizere 4 gruba ayrilirlar. Bu siniflandirmanin temeli esas
olarak laringoskopik muayeneye dayanmaktadir (22). Larinks SHK’larinin bu
topografik dagilimi bazi cografik farkliliklar da gostermektedir. Fransa, Ispanya,
Italya, Finlandiya, Hollanda gibi baz1 iilkelerde en sik lokalizasyon supraglottik bolge
iken; ABD, Kanada, Ingiltere gibi baz1 iilkelerde ise glottik bdlge tiimdrleri daha sik
goriilmektedir. En nadir goriildiigii lokalizasyon ise subglottik bolgedir (2).

Glottik tiimorler: Gergek vokal kordlardan gelisen tiimorlerdir. Gergek vokal
kordlar1 tutup subglottik bolgeye 1 cm’den daha az uzanim gosteren tiimorler de bu
grupta yer almaktadir. Vakalarin %60-65 kadarini olusturmaktadir. Ses kisiklig1 en
erken goriilen semptomdur. Ses kisikliginin erken donemde ortaya ¢ikmasi sayesinde
glottik tlimorler erken evrelerde tani alir. Vokal kordlarin anterior 1/3’{ timdoriin en
sik gelistigi lokalizasyondur. Glottik bolge tiimdrleri uzun yillar lokalize kalma egilimi
gosterirler. Bunun sebebi, glottik bolgeyi ¢evreleyen kikirdak duvar varligi ve vokal
kord lamina propriasinin lenfatik damarlardan yoksun olmasidir. Zamanla ©n
kommissiiri asarak diger korda, posteriorda aritenoid kikirdaklara, siliperiorda
supraglottik bolgeye ve inferiorda subglottik bolgeye, anteriorda ise tiroid kikirdak ve
boynun 6n tarafindaki yumusak dokuya invazyon gosterebilirler. Yapilan ¢caligmalarda
bu bolge tiimdrlerinde igin ipsilateral lenf nodu metastaz oraninin diisiik oldugu

goriilmistiir (19, 22).

Supraglottik tiimorler: Yalanci kord, ventrikiil, aryepiglottik fold ve
epiglottisin lingual ya da laringeal yiizinden gelisen tiimorlerdir. Vakalarin %30-35
kadarimi olustururlar. Disfaji, odinofaji, hemoptizi, ses degisikligi, bogazda yabanci
cisim hissi gibi semptomlarla klinik verirler. Uzun siire sessiz kalip ileri evrede tani
alirlar. Bu bolge tiimorleri, epiglottis kikirdaginin kribriform yapiya sahip olmasi
nedeniyle preepiglottik bosluga yayilma egilimi gosterirler, ancak orofaringeal bolge,
kalin hyoepiglottik ligament sayesinde korunmaktadir. Olgularin sadece %1 kadar
glottik bolgeye invazyon gosterir. Kikirdakta goriilen osseéz metaplazi sayesinde
kikirdak invazyon orani diigiiktiir. Vakalarin yaklasik %40’1nda lenf nodu metastazi
goriilmektedir. Klinik-radyolojik olarak lenf nodu metastazi saptanmayan olgularin

yaklagik %20-35'inde mikroskopik incelemede metastaz izlenmektedir (19, 22, 23).

13



Subglottik (infragloettik) tiimorler: VVokal kordlarin alt sinir1 ile 1. trakeal
kikirdak arasinda kalan bolgede gelisen tiimorler ile vokal kordlar1 tutup subglottik
bolgeye 1 cm’den daha fazla uzanim gésteren tiimdrleri kapsamaktadir. Ikinci duruma
olduke¢a nadir rastlanir. Subglottik tiimorler, vakalarin yaklasik %35 kadarini olusturur.
Uzun siire sessiz kalip ileri evrede tan1 alirlar. En sik semptom hava yolu tikanikligina
bagl dispne ve stridordur. Trakeaya invazyon oldukca siktir, bu nedenle rezeksiyon
olabildigince distalden yapilir. Krikoid kikirdak invazyonu hemen tiim vakalarda
goriiliir. Intertirokrikoid membran, prelaringeal duvar ve tiroid gland invazyonu da
goriilebilir. Vakalarin %15-20'sinde servikal lenf nodu metastazi izlenirken, %50

kadarinda ise paratrakeal lenf nodu metastazi da goriilmektedir (19, 22, 23).

Transglottik tiimorler: Transglottik terimi anatomik bir bolgeyi isaret etmez. Bu
terim laringeal ventrikiilii vertikal olarak gecen tiimdrler i¢in kullanilmaktadir. Dolayisiyla
bu tiimorler supraglottik ve glottik bolgeyi tutmaktadir. Subglottik bélgeye uzanim da sik
izlenir. Transglottik tlimorler vakalarin %5’ten daha azimi olusturmaktadir. En sik
semptom, lenf nodlarinda biiytimeye bagli, boyunda kitledir. Klinik olarak agresif seyirli
olup lenf nodu metastaz orani oldukga yiiksektir (19, 22, 23).

2.4.5. Konvansiyonel Skuaméz Hiicreli Karsinoma
2.4.5.1. Makroskopi

Larinks SHK’lar1  makroskopik  olarak  nodiiler/polipoid  Kkitleler,
deprese/endofitik lezyonlar ya da flat lezyonlar seklinde gelisebilir. Santral {ilserasyon
stk goriilen bir durumdur (2). Genellikle pembe-gri renktedirler. Vokal kord

lokalizasyonlu olanlar1 hiperkeratotik goriiniime sahip olabilir (22).
2.4.5.2. Histopatoloji

SHK’un temel histolojik 6zelligi invazyon yapmasi ve skuamdz farklilasma
gostermesidir. Skuamdz farklilasma, keratin incileri ya da tek hiicre keratinizasyonu
seklinde keratinizasyon ve/veya hiicreleraras1 koprii formasyonu ile karakterizedir.
Invazyon ise tiimériin bazal membran1 asip adalar, kordonlar ya da izole tiimor

hiicreleri halinde subepitelyal dokuya ilerlemesidir. Invazyona hemen daima
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desmoplastik stromal yanit eslik eder. Bu yanit myofibroblastik proliferasyon,
ekstraselliiler matriks artis1 ve neovaskiilarizasyon ile kendini gosterir. TUmor
hiicreleri; lenfatik damarlar, kan damarlar1 veya perindral diizlem boyunca yayilim

gosterebilir (2).

Konvansiyonel SHK’lar, modifiye Broder’s sistemi baz alinarak; olagan
skuamoz epitele farklilasma derecelerine, hiicresel pleomorfizmlerine ve mitotik
aktivitelerine gore ‘iyi derece diferansiye’, ‘orta derece diferansiye’ ve ‘az derece
diferansiye’ olarak derecelendirilirler. Iyi diferansiye SHK’lar, olagan skuaméz
epitele oldukc¢a benzer. Keratinosit benzeri, genis sitoplazmali hiicreler ile bazal hiicre
benzeri daha kiiciik hiicreler igerir. Genellikle timor periferinde izlenirler. Tipik olarak
keratinizasyon ve hiicreleraras1 koprii yapilart dikkati ¢eker. Mitoz nadirdir. Orta
derece diferansiye SHK’larda, hiicresel pleomorfizm daha belirgin, mitozlar sayica
daha fazladir. Arada atipik mitotik figiirler goze ¢arpar. Keratinizasyon azalmistir. Az
derece diferansiye SHK’larda ise, baskin hiicre tipi bazal hiicre benzeri hiicrelerdir.
Atipik formlar da iceren sik mitotik figiirler goriliir. Hiicreleraras1 kopriiler ve
keratinizasyon zor farkedilir. Keratinizasyon daha ¢ok iyi ve orta derecede diferansiye
timorlerde goriilse de SHK derecelemesinde 6nemli bir histolojik kriter olarak
goriilmemelidir. Ayrica varyant SHK’larin kendine 6zgii biyolojik potansiyelleri
mevcuttur ve bu nedenle varyant SHK’larda histolojik derecelendirme

yapilmamaktadir (21, 2, 24).

Bazal membrani asip, yalnizca ylizeyel stromal invazyon gosteren tiimorler,
‘yiizeyel invaziv’, ‘mikroinvaziv’ ya da ‘minimal invaziv’ SHK olarak adlandirilirlar.
Bazi yazarlara gore bu terminoloji, bazal membran seviyesinin 0,5 mm altina kadar

olan invazyon derinligi i¢in kullanilir (22).

Immiinofenotipik olarak SHK’lar sitokeratinler, p40, p63 gibi ¢ok cesitli
epitelyal belirtecler eksprese ederler. Iyi diferansiye SHK lar, olagan skuaméz epitele
benzer sekilde, CK5/6 gibi orta-yiiksek molekiil agirlikli sitokeratinleri eksprese
ederken; CK8, CK18 gibi diisiik molekiil agirlikli sitokeratinleri eksprese etmezler.
Tiimoriin diferansiasyon derecesi azaldikg¢a orta-yiiksek molekiil agirlikli sitokeratin
ekpresyonu kaybolurken; diisiik molekiil agirlikli sitokeratinler ile vimentin

ekpresyonu goriilmeye baslar (2).
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2.4.5.3. Genetik Profil

Larinks SHK, ¢oklu genetik anomaliler ve andploidi gelisimi sonucunda ortaya
cikabilir. Baz1 vakalarda, 3q, 5p, 8q, 11q13 ve 18p gibi kromozom kazanimlar1 veya
3p, 50, 8p gibi kromozom kayiplarnin oldugu genomik hibridizasyon ¢alismalarinda
gosterilmistir. CDKN2A, TP53 gibi tiimor supresor gen kayiplart ile EGFR, VEGFA,
PIK3CA, PTGS2, matrix metalloproteinazlar1 gibi onkogenlerde amplifikasyon ya da
mutasyonlar da tespit edilmistir. Ayrica miR-7, miR206 gibi tiimdr supresor

microRNA’larda da down regiilasyon oldugu saptanmistir (2).

2.4.5.4. Prognostik ve Prediktif Faktorler

Bes yillik sagkalim oranlari, glottik bolge SHK’lar1 igin %80-85, supraglottik
bolge SHK lar1 igin %65-75, subglottik bolge SHK ’lar1 %40 civarindadir (2).

2.4.5.4.1. Klinik prognostik faktorler

Evre: Sagkalimi 6ngdérmede en Onemli parametredir. Tiimoriin invazyon
gosterdigi anatomik yapilar ile bolgesel ya da uzak metastaz varligi da sagkalimi

ongormede bagimsiz prediktif parametrelerdir (2).

Lokalizasyon: Onemli bir prognostik parametredir. Glottik lokalizasyonlu

timorler en iyi; subglottik lokalizasyonlu tiimdrler ise en kotii prognoza sahiptir (2).

Diger Faktorler: Tani esnasindaki hasta yasi, komorbidite ve performans

durumu da prognoza etkilidir (2).

2.4.5.4.2. Histopatolojik prognostik faktorler

Diferansiasyon: SHK’larda kullanilan “iyi diferansiye, orta diferansiye, az
diferansiye” seklindeki subjektif kriterlere sahip derecelendirme sisteminin prognostik
degeri tartigmali olup sinirli bir prognostik énemi vardir. Bazi arastirmacilar bu
derecelendirme sistemini sagkalimla iligkili bulurken; bazi arastirmacilar ise

sagkalimla iliski gozlemlememistir (21, 2).
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Invaziv biiyiime paterni: Tiimoriin invaziv tarafindaki histolojik dzelliklerin,
tiimoriin merkezi ya da yiizeyel alanlarina gore prognostik olarak daha anlamli oldugu
gdsterilmistir. Invaziv tarafindaki histolojik 6zelliklerin degerlendirilmesi igin basit bir
derecelendirme sistemi Onerilmistir. Bu sistemde, “niikleer pleomorfizm,
keratinizasyon derecesi, biiyiime paterni ve inflamatuar yanit” olmak iizere 4 histolojik
parametre degerlendirilmekte ve ‘“toplam malignensi skoru” elde edilmektedir.
Yiksek skorlar kotii prognoz ile iligkili bulunmustur. Ayrica invaziv taraftaki timor

invazyon paterninin de SHK prognozunda 6nemli oldugu bildirilmistir (2, 25).

Vaskiiler ve perinoral invazyon: Tiimoriin lenfatik damarlara ve/veya kan
damarlarina invazyon goOstermesi, lenf nodu metastazi ve/veya uzak metastazla
iliskilidir. Lenfovaskiiler invazyon, agresif davranig gosteren SHK’larda daha sik
goriilmekte olup diisikk sagkalim ve rekiirrens ile iligkili bulunmustur. Perindral
invazyon da benzer sekilde; lokal rekiirrens riskinde artis, bolgesel lenf nodu metastazi
ve diistik sagkalimla iliskilidir (2). Ayrica perindral invazyon ile prognoz arasindaki

bu iligki tutulan sinir ¢apindan bagimsizdir (24).

Bolgesel lenf nodlari: Tedavi gormemis hastalara ait boyun diseksiyonu
spesmenlerinde selektif boyun diseksiyonu i¢in en az 6 lenf nodu, radikal ve modifiye
radikal boyun diseksiyonlar1 i¢in ise en az 10 lenf nodu diseke edilebilmelidir.
Metastatik lenf nodu varliginda, en genis lenf nodu metastaz ¢apr makroskopik ve
gerekirse mikroskobik olarak dl¢iilmelidir. Tek hiicreler halinde veya en genis ¢cap1 0.2
mm’den kiiclik hiicre kiimeleri halinde olan lenf nodu metastazlari, izole timor
hiicreleri (ITH) olarak isimlendirilirler. ITH iceren lenf nodlarmin ise NO olarak
degerlendirilmesi Onerilmektedir. Nadir ¢aligmalarda, ITH’nin lokal hastalik

kontroliinde kotii prognostik bir parametre olabilecegi gosterilmistir (24).

Metastatik lenf nodunda ekstranodal uzanim: Lenf nodu metastazlari, bas
ve boyun kanserlerinde tek basina en kotii prognostik faktor olarak bilinmektedir.
Ekstranodal uzanim (ENE), metastatik timoriin lenf nodu kapsiiliinii asip, stromal
reaksiyon olusturarak veya olusturmayarak bag doku i¢ine yayilmasidir. Metastatik
lenf nodunda ENE olmasi ayrica bir prognostik 6neme sahip olup hem lokal rekiirrens
hem de uzak metastaz ile iliskili bulunmugstur. Bu nedenle, ENE varligmin ya da

yoklugunun giincel N evremelesinde de yeri vardir. Metastatik timor odaginin, normal
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lenf nodu kapsiiliinden c¢evre bag dokuya dogru olan invazyon uzunlugunun
raporlanmasi da onerilmektedir. 2mm ve daha az olan ENE’lar, ‘ENEmi’; 2 mm’den
daha fazla olan ENE’lar, ‘ENEma’ olarak kategorize edilmistir; fakat ENE

uzunlugunun su an igin evrelemede yeri yoktur (2, 24).

Rezeksiyon simirlari: Cerrahi rezeksiyon sinirlari temiz olan tiimorler daha
diisiik rekiirrens ve daha iyi sagkalima sahiptir. Temiz cerrahi sinir, cerrahi rezeksiyon
siirlarinda invaziv SHK, SHK in-situ ya da yiiksek dereceli displazinin olmamasi
olarak tanimlanmaktadir. Diisiik dereceli displazi varlig1 ise cerrahi sinir pozitifligi
olusturmamaktadir. Cerrahi sinirlar raporlanirken invaziv SHK’un, SHK in-situnun
ya da yiiksek dereceli displazinin cerrahi siira olan uzakliklar1 verilmelidir. Yakin
cerrahi smirlar lokal rekiirrens agisindan artmis riske sahiptir. Giivenli cerrahi
rezeksiyon sinir1 agik olarak tanimlanmis olmasa da genel olarak 5 mm’lik temiz
mesafenin yeterli olduguna inanilmaktadir. Bazi calismalar, o6zellikle glottik

timorlerde 1-2 mm’lik mesafenin de yeterli oldugunu gostermektedir (2, 24).

2.4.6. Skuaméz Hiicreli Karsinoma Subtipleri

SHK subtipleri, prognostik 6neme sahip, iyi tanimlanmis ayirici tan1 6zellikleri

olan klinikopatolojik antitelerdir (21).

2.4.6.1. Verriikoz karsinom

Hiperkeratoz ve ekzofitik biiylime paterni gosteren, nadir goriilen, iyi seyirli
bir SHK subtipidir. Maligniteye ait sitolojik 6zellikler gostermesi ve metastaz yapmasi
beklenmez. Lateral yayilim ve subepitelyal alana invazyonla karakterizedir.
Lokalizasyonundan bagimsiz olarak, HPV enfeksiyonu ile iligkisi yoktur. Verriikoz
karsinom tanisi, oOzellikler kiigiik biyopsi orneklerinde, oldukg¢a giictiir. Asikar
invazyon yoklugunda verrikkéz hiperplazi olasilifi mutlaka g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Prognozu konvansiyonel SHK’a gore oldukca iyidir (21).

Genellikle glottik bolgede yerlesme egilimi gosterirler (26).

Major prognostik faktér tan1 anindaki evredir. Verriikoz karsinom ve

konvansiyonel SHK 'un birarada oldugu tiimorler "Hibrid” ya da “Mikst” Verriikoz
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SHK olarak adlandirilir ve bu grup timérlerde evreyi, prognozu ve tedaviyi belirleyen

konvansiyonel SHK komponentidir (27).
2.4.6.2. Bazaloid skuamaoz hiicreli karsinom

Belirgin bazaloid morfoloji ve skuamoz hiicre diferansiasyonu gosteren, agresif
bir SHK subtipidir. Mikzoid veya hyalen stromal degisiklikler sik goriiliir. Larinks ve
hipofarinks lokalizasyonlu bazaloid SHK’larin HPV enfeksiyonu ile iligkisi yoktur (21).
Immiinohistokimyasal olarak yiiksek molekiil agirlikli sitokeratinler (HMWCK), p63 ve
p40 ile kuvvetli boyanma gosterirler (2). Prognozu, konvansiyonel SHK’a goére daha
kotidiir (28). Ayirici tanida, daha iyi prognoz gosteren, néroendokrin karsinom ve HPV

pozitif non-keratinize SHK’lar ekarte edilmelidir (21).
2.4.6.3. Papiller skuaméz hiicreli karsinom

Egzofitik gelisim gosteren, atipik skuamdz epitel ya da immatiir bazaloid epitel
ile doseli papiller yapilardan olusan nadir bir SHK subtipidir (2). Hem diisiik riskli
hem yiiksek riskli HPV enfeksiyonu ile iligkili vakalar bildirilmistir (29), (30). HPV
varligi ya da yoklugunun prognoz iizerine etkisi net degildir. Ozellikle kiigiik biyopsi
materyallerinde invazyonu gdstermek zorlayici olabilir. Invaziv alanlar genellikle
diizensiz non-keratinize skuamoz adalar seklinde goriilmektedir. Papiller SHK’lar
belirgin skuamdoz atipi gostermesiyle verriikéz karsinomlardan ve papillomlardan
ayrilir. Egzofitik biiylime paterni sayesinde genellikle erken evrede tanimirlar ve

konvansiyonel SHK’lara gore daha iyi prognoza sahiptirler (21).
2.4.6.4. igsi hiicreli skuaméz hiicreli karsinom

Igsi hiicreler ve/veya pleomorfik hiicrelerden olusan, nadir goriilen bir SHK
subtipidir. Larinks orijinli igsi hiicreli SHK (IHSHK)’lar, siklikla glottik bdlgede
lokalizedir ve makroskopik olarak polipoid kitleler olusturur. IHSHK ’lar skuamoz
epitelden kdken alir ve epitelyal-mezenkimal gecis ile farkl bir diferansiasyon gosterir
(2). Yani epitelyal-mezenkimal gecis gosteren bir SHK olarak kabul edilmektedir (21).

Atipik igsi ve/veya pleomorfik hiicrelerin gelisigiizel dagildig1 bir biiyiime paterni
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gosterir. Niikleuslar, hiperselliilarite, hiperkromazi ve belirgin pleomorfizm sergiler.
Mitotik figiirlerden zengindir ve nekroz igerebilir. Vakalarin %7-15 kadarinda, kemik,
kikirdak, kas gibi malign heterolog mezenkimal farklilasma odaklar1 izlenmektedir
(2). igsi hiicreli ve SHK komponentleri birlikte oldugunda tan1 kolaydir, ancak SHK
alanlar1 sinirli oldugunda sarkom olasilig1 ekarte edilmelidir. Larinks lokalizasyonlu
igsi hiicreli bir malign tiimér, aksi ispat edilene kadar IHSHK olarak diisiiniilmelidir
(21). IHSHK tamisi, epitelyal farklilasmanin ya morfolojik olarak ya da

immunohistokimyasal yontemlerle gosterilmesi esasina dayanir (2).

Larinks lokalizasyonlu tiimorler, glottik bolgede gelismelerinden dolay1 erken
klinik semptomlar verip erken tani alirlar. Derin invazyon yapmazlar ve vokal
kordlarin lenfatik yapilardan fakir olmasi nedeniyle nadiren metastaz yaparlar. Bu
nedenle larinks orijinli IHSHK ’larin prognozu konvansiyonel SHK ’lara benzer ya da
kismen daha iyidir. Hipofarinks lokalizasyonunda gelisen IHSHK ’larin prognozu daha
kot bulunmustur (31).

2.4.6.5. Adenoskuamoz karsinom

Larinks yiizey epitelinden gelisen hem skuam6z hem de glandiiler farklilasma
gosteren bifazik morfolojili malign tiimordiir. SHK komponenti tlimoriin daha yiizeyel
alanlarinda, karsinoma in-situ ya da invaziv SHK olarak bulunur. Glandiiler
komponent ise kribriform ya da tiibiiloglandiiler yapilanma gosterir ve genellikle daha
derin tiimor alanlarinda izlenmektedir. Intraliiminal (nadiren intrasitoplazmik) miisin,
Alcian Blue, Miisikarmen gibi histokimyasal ydntemlerle gosterilebilir.
Immunohistokimyasal yontemler de bu iki farkli komponenti gdstermekte faydalidir
(2). Skuaméz ve glandiiler komponent birbirine oldukga yakin mesafede gelisir, ancak

aralarindaki sinir belirgindir (21).

Ayirici tanida daha 1yi prognoz gosteren mukoepidermoid karsinomu diglamak
onemlidir. Mukoepidermoid karsinom igin karakteristik olan MAML2 translokasyon
calismalar1 bu konuda faydali olabilir. MAML2 translokasyonu varliginda
adenoskuaméz karsinom (ASK) tanisi ekarte edilir (32). ASK, konvansiyonel SHK ile
kiyaslandiginda, cerrahi ve adjuvan kemoradyoterapiye ragmen daha koti

prognozludur. Daha ileri evrede tani alir, sik rekiirrens ve yayilim gosterir (33).
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Olgularin %75 kadarinda bolgesel lenf nodu; %25 kadarinda uzak organ metastazi

izlenir (2).

2.4.6.6. Lenfoepitelyal karsinom

Stromasinda belirgin lenfoplazmositik hiicre infiltrasyonu gosteren, az
diferansiye bir SHK subtipidir. Morfolojik olarak nazofarinksin non-keratinize,
undiferansiye SHK’unu andirir (21). Nazofaringeal SHK’un aksine nadiren EBV
pozitiftir, ancak yiiksek riskli HPV de bulundurabilir (34). Pan-keratin ve p40, p63,
CK5/6 gibi skuamdz belirteglerle pozitiftir.  Ozellikle morfolojik  ve
immunohistokimyasal olarak skuamoz farklilasma O6zellikleri gozlenemediginde
malign melanoma ve lenfoma mutlaka ekarte edilmelidir. Prognozu, konvansiyonel
SHK ile benzerdir (21).

2.4.7. Evreleme

Klinik ve radyolojik olarak degerlendirilen hastalarin, tedavi yaklagimini ve
prognoz tayinini yapabilmek i¢in tiimor evrelemesi ve evre gruplamasi yapilmaktadir.
“American Joint Cancer Committee” (AJCC)- 8. baski esas alinarak hazirlanan,
“College of American Pathologists” (CAP)’in 2021 yilinda giincellenen, larinks
kanserlerinin patolojik evre siniflamasi (P TNM) ve evre gruplamasi, sirasiyla Tablo-2

ve Tablo-3’te gosterilmistir (24).
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Tablo 2: Larinks kanserlerinin patolojik evre siniflamasi (pTNM)

T- PRIMER TUMOR
Supraglottis
Tx | Primer tiimor degerlendirilemedi
Tis | Karsinoma in situ
T1 | Tiimor supraglottisin bir bolgesine smirl ve vokal kord hareketi normal
Tlimor, supraglottis veya glottis veya supraglottis disindaki bir bolgenin
T2 | birden fazla alt bolge mukozasina invaze (6rn. dil koki mukozasi, vallekula,
piriform sinus medial duvari), vokal kord fikse degil
Tiimor, vokal kord fiksasyonu ile birlikte larinkse sinirli ve/veya su bolgelerden
T3 | herhangi birine invaze= postkrikoid alan, preepiglottik bosluk, paraglottik bolge
ve/veya tiroid kikirdak i¢ korteksi
T4a | Timor, tiroid kikirdagin dis korteksine invaze ve/veya larinks disindaki yapilara invaze
T4b | Tumdr, prevertebral bosluga ya da mediastinal yapilara invaze ya da karotid arteri sarmis
Glottis
Tx | Primer tiimor degerlendirilemedi
Tis | Karsinoma in situ
Tiimor vokal korda/kordlara sinirl (anterior ya da posterior komissiir tutulumu olabilir),
T1 O
vokal kord mobilitesi dogal
Tla | Timor, bir vokal korda smirh
T1b | Tumdr, her iki vokal kordu da tutmus
Tiimor, supraglottis ve/veya subglottise uzaniyor ve/veya vokal kord mobilitesinde
T2 A
kisitlilik ile birlikte
T3 Tiimor, vokal kord fiksasyonu ile birlikte larinkse sinirli ve/veya paraglottik bosluga ve/veya tiroid
kikirdak i¢ korteksine invaze
T4a | Timor, tiroid kikirdak dis korteksine invaze ve/veya larinks disindaki yapilara invaze
T4b | Tumdr, prevertebral bosluga ya da mediastinal yapilara invaze ya da karotid arteri sarmis
Subglottis
Tx | Primer tiimor degerlendirilemedi
Tis | Karsinoma in situ
T1 | Timor subglottise sinirl
T2 | Tiimor, vokal kord/kordlara uzanim gosteriyor, dogal ya da kisitli kord vokal hareketleri ile birlikte
T3 Tiimor, vokal kord fiksasyonu ile birlikte larinkse sinirli ve/veya paraglottik bosluga ve/veya tiroid
kikirdak i¢ korteksine invaze
T4a | Timor, tiroid kikirdak ya da krikoid kikirdaga invaze ve/veya larinks digindaki yapilara invaze
T4b | Tumdr, prevertebral bosluga ya da mediastinal yapilara invaze ya da karotid arteri sarmis
N- BOLGESEL LENF NODU
Nx | Bolgesel lenf diigiimleri degerlendirilemiyor
NO | Bolgesel lenf diigiimii metastaz1 yok
N1 | ipsilateral tek lenf diigiimii metastazi, en biiyiik uzunluk 3 cm veya daha az ve ENE (-)
N2a Ipsilateral tek lenf diigiimii metastazi, en biiyik uzunluk 3 cm veya daha az ve ENE (+); ya da
ipsilateral tek lenf digimii metastazi, en biiyiik uzunluk 3 cm'den fazla ancak 6 cm'den az ve ENE (-)
N2b | Ipsilateral multiple lenf diigiimii metastazi, en biiyiik uzunluklar1 6 cm veya daha az ve ENE (-)
Bilateral ya da kontralateral tek/multiple lenf diigiimii metastazi, en biiylik uzunluk 6 cm veya
N2¢
daha az ve ENE (-)
N3a | En biiyiik uzunlugu 6 cm'den daha fazla olan lenf nodu metastazi ve ENE (-)
Ipsilateral tek lenf diiglimii metastazi, en biiyiik uzunluk 3 cm'den fazla ve ENE (+); ya da
N3b | Multiple ipsilateral, kontralateral veya bilateral lenf nodu metastazlari ve herhangi bir tanesi ENE (+); ya da herhangi
bir boyutta kontralateral tek lenf nodu metastazi ve ENE (+)
M- UZAK METASTAZ
MO | Uzak metastaz var
M1 | Uzak metastaz yok

22




Tablo 3: Larinks kanserlerinin tiimér evre gruplamasi

EVRE 0 Tis NO MO
EVRE1 T1 NO MO
EVRE 2 T2 NO MO
EVRE 3 T3 NO MO
T1,T2,T3 N1 MO

EVRE 4A
T4a NO, N1 MO
T1,T2,T3, T4a N2 MO
EVRE 4B T4b Herhangi bir N MO
Herhangi bir T N3 MO
EVRE 4C Herhangi bir T Herhangi bir N M1

2.5. PATOGENEZ

Bas ve boyun bolgesi SHK’larinin etiolojisine bakildiginda, temel olarak tiitiin
kullanimu, alkol tiiketimi ile HPV ve Ebbstein Barr Virus (EBV) olmak iizere viral
enfeksiyonlarin oldugu goriilmektedir. Bu nedenle bas boyun SHK’lar1, patogenezleri
goz oOniinde bulundurularak “HPV-negatif” ve “HPV-pozitif” olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Patogenetik siiregler, epidemiyolojik ozellikler, prognoz ve tedavi
yaklagimlar1 bu iki grup arasinda farkliliklar gostermektedir. Bas ve boyunun farkli
lokalizasyonlarinda one c¢ikan patogenetik siirecler de farklidir. Larinks orijinli
konvansiyonel SHK’larda HPV pozitifligi beklenen bir durum degildir ve larinks
SHK’lari, HPV-negatif yolaktan gelisim gdstermektedir. Bununla birlikte HPV-
negatif ve HPV-pozitif SHK larinin temel 6zelliklerinin ve farkliliklarinin goriilmesi
timor patogenezini ve hastalik prognozunu anlayabilmek adina 6nemli oldugundan bu

iki yolaktan kisaca bahsedilmistir (35).

2.5.1. HPV-Pozitif Bas Boyun Skuamoz Hiicreli Karsinomlar:

HPV iliskili bas boyun SHK lar1 gerek etiyolojik ve epidemiyolojik 6zellikler
gerek Klinik ve histopatolojik ozellikler agisindan HPV negatif yolaktan gelisen
SHK’lara gore farkli niteliklere sahiptir. Epidemiyolojik olarak bakildiginda, HPV-
pozitif bas boyun SHK sikligi 1984-2004 yillar1 arasinda %225 artig gostermistir (36).
Bu grupta hastalar daha geng¢ olup (ortalama yas 50-56’dir) hasta popiilasyonu tipik
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olarak beyaz 1irk, erkek cinsiyet ve yiliksek sosyoekonomik statiide vakalardan
olusmaktadir. HPV, orofarinks kanserlerinin %70’ten fazlasi ile iligkili bulunmustur.
Diger bas boyun bolgelerinden gelisen SHK’lar i¢in ise mindr risk faktoridiir (35).
HPV negatif konvansiyonel SHK’larin aksine, bu gruptaki hastalar tipik olarak ileri
klinik evrede tanmi alirlar. Siklikla primer tiimor boyutlar kiictiktiir, ancak yiiksek
oranda lenf nodu metastazi1 gosterirler. Lenf nodu metastazlari siklikla biiyiik boyutta
ve kistik niteliktedir. HPV iliskili SHK lar, konvansiyonel SHK’lardan farkli olarak
non-keratinize morfoloji gosterirler. Siklikla kript epitelinden orijin alirlar ve
konvansiyonel SHK’larin aksine komsu yiizey epitelinde displazi varligi nadirdir.
Timor hiicrelerinde yiiksek niikleus/sitoplazma orani, yiiksek mitoz ve/veya apoptoz
goriilmektedir. Cevre stroma lenfoid dokudan zengindir ve desmoplastik reaksiyon
izlenmemektedir. HPV iligkili SHK larin genel sagkalimlari, konvansiyonel SHK’lara
gore daha yiiksek; lokal rekiirrens riskleri ise daha diisiiktiir. Ayrica bu grup hastalarin

radyoterapi ve kemoterapi yanit1 da daha iyi bulunmustur (36).

Etiyolojide ytiksek riskli HPV subtipleri sug¢lanmaktadir. HPV-16 en sik
goriilen subtip olmakla birlikte HPV 18, 31, 33 gibi diger yiiksek riskli HPV
subtiplerine de rastlanmaktadir. HPV enfeksiyonunun karsinogenezle olan iligkisinde,
virusun E6 ve E7 proteinleri 6nemli rol oynamaktadir. HPV E6 proteini, bir timor
supresor gen (TSG) olan p53°te proteozomal degredasyona sebep olur. E7 proteini ise,
bir hiicre siklusu diizenleyicisi olan retinoblastoma-assosiated protein (RB1)’e
baglanir ve bu proteini destriikte eder. Bu durum hiicre siklusunu hizlandirmakta ve
hiicreyi S fazina gotiirmektedir. RB1 proteinin degredasyonu, feedback regiilasyonla
pl6 proteinini artirir. pl6 ekspresyon artisi, HPV-pozitif tiimorleri tespit etmekte
kullanilmaktadir (35).

2.5.2. HPV-Negatif Bas Boyun Skuaméz Hiicreli Karsinomlari

HPV negatif SHK’lar, daha ileri yas hasta grubunda ortaya ¢ikmaktadir
(ortalama yas 60-70’tir). Histopatolojik olarak degerlendirildiginde, HPV iliskili
tiimorlerden farkli olarak, tipik konvansiyonel SHK morfolojisi izlenmektedir. Timor
hiicrelerinde diferansiye skuamoz epiteli yansitir keratinizasyon dikkati ¢eker. Cevre

stromada belirgin desmoplastik reaksiyon goriiliir ve siklikla tiimoér komsulugundaki
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yiizey epitelinde displazi vardir. HPV pozitif SHK vakalarma kiyasla bu grup
hastalarin genel sagkalimi daha diisiik; rekiirrens ve ikinci primer malignite gelisim
siklig1 daha yiiksek bulunmustur. Ayrica HPV iliskili SHK larin aksine bu grupta p53
siklikla mutanttir (35).

Etiyolojide tiitiin kullanim1 en 6nemli risk faktoriinii olusturur. Sigara igindeki
polisiklik aromatik hidrokarbonlar karsinogenezde etkili olan esas maddelerdir. Bu
karsinojenler, gogu DNA’ya baglanarak genetik anomalilere sebep olurlar veya maruz
kalan dokularda inflamasyonu uyararak bazi sitokin ve biiylime faktorlerinin lokal
tretimini artirirlar.  Bu durum anjiyogenez, proliferasyon ve karsinogenezi
tetiklemektedir. Bu gruptaki diger 6nemli risk faktorii ise alkol tiiketimidir. Alkol,
sigara i¢indeki kimyasallar icin solvent gorevi gorerek epitelyal hiicrelerin bu
maddelere maruziyetini artirir. Ayrica alkoliin metaboliti olan asetaldehit, DNA’ya

baglanarak da karsinogenezi baslatabilir (35).

Larinks SHK’lar1 6zelinde bakildiginda, HPV’nin patogenezdeki rolii oldukga
stnirlidir. Tiimoérlerin yalnizea %4-15 kadarinda HPV tespit edilmis olsa bile olgularin
¢ok biiyiik bir kismi HPV-iliskisiz yolaktan gelisim gostermektedir (2). Tedavi
yonetimi zor olan bu hasta grubunda, premalign lezyonlardan malignite gelisimini
Oongorebilmek, prognoz ve sagkalim hakkinda fikir sahibi olabilmek, hedefe yonelik
yeni tedavi modaliteleri gelistirebilmek, mevcut tedaviler i¢in tedavi yanitin1 veya
direng gelisimini 6ngdrebilmek adina yeni molekiiler biyobelirteglerin gelistirilmesine
ithtiyag vardir. Bu nedenle bas boyun SHK patogenezindeki genetik ve epigenetik
degisiklerin anlasilmasi, sinyal yolaklarindaki isleyis degisiklerinin tanimlanmasi

biiyiik 6nem kazanmustir (35).

Larinks kanserlerinin de i¢inde bulundugu HPV-negatif bag boyun SHKlarinin
%80’den fazlasinda, en 6nemli TSG olan p53 geninde fonksiyon kaybiyla karakterize
mutasyonlar vardir (36). Ayrica yapilan pek ¢ok ¢alismada, bas-boyun SHK’larinda
sinyal proteinlerinde aberan ekspresyon ve/veya cesitli sinyal yolaklarinda aktivasyon

artig1 oldugu gortilmiistiir (35).
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HPV-negatif tiimor patogenezinde dnemli role sahip olan bu sinyal yolaklari
sunlardir (36):

e TP53/RB yolagi

e NOTCH yolagi

e PI3K/Akt/mTOR yolagi

e Epidermal Growth Faktor reseptor (EGFR) yolagi
e MET yolagi

e RAS/RAF/MAPK yolagi

e JAK/STAT yolagi

2.6. TEDAVI

Larinks kanserlerinin giincel tedavi semalari, hastalikta kiir saglamanin
yanisira miimkiin oldugunca larinks fonksiyonlarini korumak ve hastalara en iyi yasam
kalitesini sunmak {iizerine yogunlasmistir. Tedavi secenekleri, transoral lazer
mikrocerrahi, agik parsiyel larenjektomi ve total larenjektomi gibi cerrahi tedaviler ile
radyoterapi veya kemoradyoterapi gibi cerrahi olmayan tedavileri kapsamaktadir. Her
hasta i¢in yas, komorbidite, primer tiimoriin lokalizasyonu, primer timoriin hacmi,
invazyon durumu, lenf nodu metastaz durumu gibi faktorler g6z Oniinde
bulundurularak en uygun tedavi yontemi segilir. Anterior komissiir tutulumu, vokal
kord mobilitesi, tedavi oncesi ses ve yutma fonksiyonlari, hasta kompliyansi da tedavi

seciminde diger onemli faktorler arasindadir (3).

[leri T ve N evreleri, bliylik timor hacmi, anterior komissiir tutulumu, kikirdak
invazyonu, preepiglottik veya paraglottik bosluk invazyonu, vokal kord hareketlerinde
kisitlilik, trakeostomi gerektiren havayolu obstriiksiyonu tedavilerde kotli prognozla

iliskili bulunmustur (3).

2.6.1. Erken Evre Larinks Kanserinde Tedavi

Erken evre larinks kanserinde (TINO ve T2NO) temel hedef, hastalikta kiir

saglarken larinks fonksiyonlarin1 maksimum diizeyde korumaktir. Bu grup hastalarda
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transoral lazer mikrocerrahi, parsiyel larenjektomi gibi organ koruyucu cerrahiler ya

da radyoterapi, tedavide tek basina kullanilir (3).

2.6.2. ileri Evre Larinks Kanserinde Tedavi

fleri evre larinks kanserlerinde (T3, T4, TXN+), larinksin cerrahi yontemlerle
korunmasi olduk¢a zordur. Larinks koruyucu cerrahi, sadece T3 evreli iyi secilmis bir
grup hastada tedavi segenegi olarak degerlendirilebilir. Bu hastalarda supraglottik
veya suprakrikoid parsiyel larenjektomi ya da ¢ok az iyi secilmis vakada transoral lazer
mikrocerrahi uygulanabilir. T3 evreli ve larinks fonksiyonlari biiyiik 6l¢iide korunmus
olan hastalarin ¢ogu es zamanli kemoradyoterapi (KRT) ile basarili sekilde tedavi
edilebilir. Bu sayede cerrahi, rekiirrens gosteren hastalarda bir kurtarma secenegi
olarak kullanilir. Secilmis T3 ve T4 evreli hastalarda, kombine kemoterapi ve
radyoterapi sagkalim oranlarindan 6diin vermeden larinks fonksiyonlarinda yiiksek
oranda koruma sagladigi igin cerrahiye tercih edilmektedir. Tedavi 6ncesi yutma ve
konusma fonksiyonlar1 kotii olan bir grup T3 ve T4 evreli hastada ise, total
larenjektomi daha yiiksek sagkalim ve yasam kalitesi getirdigi i¢in organ koruyucu
yaklagimlara tercih edilmektedir. Yani T3 ve T4 evreli hastalarda, tedavi dncesi larinks
fonksiyonlarinin degerlendirilmesi ve hastaya ait diger ozellikler uygun tedavi
se¢iminde oldukc¢a dnemlidir. Yanisira organ koruyucu yaklasimlarla tedavi edilen

hastalarda olasi rekiirrenslerin erken saptanmasi i¢in yakin takip gerekir (3, 37, 38).

Organ koruyucu tedavilerin bagarisini dngoéren belirtegler aransa da tedavi
se¢imini ve prognozu yonlendirebilecek bir biyobelirte¢ heniiz bulunamamaistir. Su an
i¢in yalnizca yiiksek tiimor voliimii ve indiiksiyon kemoterapilerine yanitsizlik koti

prognostik parametreler olarak goriilmektedir (3).

2.7. ORGAN KORUYUCU KEMORADYOTERAPI

Larinks kanserlerine onkolojik agidan bakildiginda tedavideki ilk hedef
bolgesel kontrolii saglamak, rekiirrens veya ikinci primer durumunda hastalara uygun
tedavileri vermektir. Ancak bu bolge kanserlerinde tedavinin vazgecilmez parcasi
organ koruyucu yaklasimdir. Solunum, yutma, fonasyon gibi son derece 6nemli larinks

fonksiyonlarmin korunmasin1 amaglayan organ fonksiyonu koruyucu tedaviler bu
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grup hastalar i¢in oldukga kritiktir. Ayrica fonksiyonel problemlerin, hasta sagkalimi

acisindan bagimsiz prognostik bir faktor oldugu da savunulmaktadir (6).

1990’11 yillara kadar ileri evre larinks kanserlerinin standart tedavisi total
larenjektomi idi. Bu yillardan itibaren yapilan randomize ¢aligsmalarda kemoterapi ve
radyoterapi protokolleri ileri evre larinks kanserli hastalarda uygulanmis ve bu
caligmalarin sonuglar1 bir meta analizle degerlendirildiginde sag kalimda bir azalma
olmadan, total larenjektomiye gerek kalmaksizin kemoradyoterapi ile organ
korumanin miimkiin oldugu sonucuna varilmistir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda ise

organ koruma i¢in en uygun tedavi semasi arastirilmstir (39, 6).

Larinks SHK’lar1 i¢cin mevcut tedavi modaliteleri cerrahi segenekler yanisira
radyoterapi veya platin bazli ajanlar, taksanlar ve bir anti-EGFR antikoru olan
setuksimabin kullanildigi kombine tedavilerdir. Son yilllarda giindeme gelen bir diger
tedavi de, tiimor hiicrelerinin immiin sistem tarafindan taninmasi ve yok edilmesini
saglamak i¢in immiin sistemin diizenlenmesi esasina dayanan immunoterapidir. Anti-
programmed cell death ligand 1 (anti-PD1) antikorlar1, rekiirren velveya unrezektable

metastatik bas ve boyun SHK’larinda kullanilabilmektedir.
Organ koruyucu tedavi stratejileri:

1- Es zamanh kemoradyoterapi (Es zamanli KRT): Radyoterapinin (RT)
kemoterapi ajanlariyla es zamanli olarak kullanildig1 tedavidir. Sisplatin, 5-
fluorourasil (5-FU) ve docetaxel/paklitaksel ve setuksimab, RT ile kombinasyonda en
cok kullanilan tedavi ajanlaridir. Bu ajanlar tek basina ya da kombinasyonlar halinde
kullanilabilir. Es zamanli KRT tedavisi i¢in farkli segenekler olsa da sisplatin daha
yiiksek radyosensitivite sagladigi i¢in yaygin olarak tercih edilmektedir. Es zamanl
KRT ile sadece RT kiyaslandiginda, es zamanli KRT alan hastalarda hastaligin lokal
kontroliinde artis, larenjektomisiz sag kalimda artis; uzak metastaz riskinde bir miktar
azalma ve kanserden 6liim riskinde azalma oldugu gozlenmistir (40, 41). Es zamanl

KRT, giinlimiizde organ koruyucu tedavide altin standart yaklagimdir (40, 42).

2- Indiiksiyon Kemoterapi: Indiiksiyon kemoterapi sonrasinda sadece RT ya
da indiiksiyon kemoterapi sonrasinda KRT uygulanan tedavi metodudur. RT’den 6nce
timor hacmini azaltmak, RT duyarliligini degerlendirmek veya uzak organ metastaz

riskini azaltmak amaglariyla kullanilmaktadir. Indiiksiyon kemoterapide tercih edilen
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kombinasyon sisplatin ve 5-FU’dir (40). Son ¢alismalarda taksan grubu kematerapotik
iceren indiiksiyon KT alternatifleri de arastirilmis olup indiiksiyon kemoterapide
taksan grubu kemoterapi ilaci, Sisplatin ve 5-FU’den olusan iiclii tedavinin, Sisplatin
ve 5-FU’den olusan ikili tedaviye gore genel sag kalimda ve organ koruyucu
yaklasimda daha iyi sonug verdigi kanitlanmistir (43). Sonug olarak indiiksiyon KT ve
sonrasinda RT/KRT, lokal ileri larinks kanserlerinde uygulanmaktadir, fakat standart
tedavi degildir (40).

3- Hedefe Yonelik Tedaviler: Lokal ileri evre larinks SHK’larinda hedefe
yonelik tedaviler eklenerek organ koruyucu tedavinin etkinligini artirmak
hedeflenmektedir. Genellikle setuksimab gibi anti-EGFR monoklonal antikorlarin RT
ile kombine edilerek kullanildig yeni bir tedavi yaklagimidir. Lokal ileri unrezektable
bas boyun skuamdz hiicreli karsinomlarin tedavisinde sadece RT’ye gore daha iyi

sonuglarmin oldugu gosterilmistir (6, 44).

Tim galisma verileri birlikte degerlendirilerek, National Comprehensive
Cancer Network (NCCN), American Society of Clinical Oncology (ASCO), European
Society of Medical Oncology (ESMO) topluluklarmin gilincel tedavi oOnerileri

olusturmuslardir. Bu topluluklarin 6nerileri derlendiginde (42):

e Kemoterapi ve radyasyon tedavilerinin, olas1 akut ve kronik yan etkilerinden
dolay1 her hasta i¢in uygun olamayabilecegi g6z 6nilinde bulundurulmalidir.

e Organ koruyucu tedavide onerilen altin standart tedavi protokolii es zamanli
KRT’dir.

e Es zamanli KRT’de tercih edilen kemoterapi ajani sisplatindir. Sisplatin
verilemeyecekse, Cetuximab ya da 5-FU de alternatif olarak kullanilabilir.

e Indiiksiyon KT de 6nerilen ise; taksan, sisplatin ve 5-FU’den olusan iiglii
tedavidir. Indiiksiyon KT’yi takiben uygulanan es zamanli KRT’de
Cetuximab da kullanilabilir.

e T3, NO-N1-N2-N3 vakalar ile masif kartilaj invazyonu ve ¢evre yumusak
doku invazyonu olmayan T4 laringeal karsinom vakalarinda, 6nerilen tedavi
sisplatin bazli es zamanli KRT dir. Indiiksiyon KT sonrasi sadece RT veya

es zamanlt KRT de alternatif tedavi segenekleri olarak tercih edilebilir.
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e Cerrahi yontemlerin tercih edilmedigi erken evre (T1 veya T2) ve KT nin
kontraendike oldugu lokal ileri evre laringeal karsinom olgularinda ise
sadece RT kullanilabilir (45).

e Bu ‘guideline’larda yer almasa da, lokal ileri evre unrezektable bas boyun
skuamoz hiicreli karsinomlariin tedavisinde, sisplatin kontraendike ise
Cetuximab gibi anti-EGFR monoklonal antikorlar RT ile birlikte
kullanilabilir (6, 44).

2.8. TEDAVIi REZiSTANSI

Diinya genelinde, larinks skuaméz hiicreli karsinomlarinin da i¢ginde bulundugu
bas boyun skuaméz hiicreli karsinomlarinin yillik insidansit 600,000 vakadir ve bu
vakalarin yaklasik yarisi oliimle sonuclanmaktadir. Bu yiiksek mortalite oraninin
sebeplerinden biri de etkili tedavilerin eksikligidir. Organ koruyucu kemoradyoterapide
kullanilan ajanlarla olan tedavi yanitinin kombine tedavilerde dahi olduk¢a diisiik
oldugu gozlenmektedir. Bir caligmada setuksimabin, sisplatin ve 5-FU gibi ajanlarla
kombine edilmesiyle dahi tedavi yanit oran1 en fazla %36 civarinda gozlenmistir.
Bununla birlikte tedaviye baslangi¢ yanitindan sonra da siklikla rekiirrens gelismektedir.
Uygulanan tedavilere kars1 gelisen bu direng, bas ve boyun kanserlerinde en biiyiik
tedavi sorunlarindan biridir. Kemoterapi ve/veya radyoterapi direnci, baglangi¢
tedavisinden sonra erken donemde ya da ge¢ donemde ortaya cikabilmektedir.
Kemoradyoterapi direnci konusunda, primer (intrinsik) direng ve sekonder (kazanilmis)
direng olarak iki farkli mekanizmadan bahsedilse de bu mekanizmalar siklikla birlikte
gergeklesmektedir. Primer direng, tedaviyi takiben tiimor regresyonunun olmamasidir.
Bu durumun tedavi baslangicindan once gelismis bazi siireglerin bir sonucu oldugu
diisiiniilmektedir. Sekonder direng ise tedaviyi takiben baslangigta klinik fayda saglanan
hastalarda, gozlenen tedavi cevabinda gerileme olmasidir. Her iki tip direng de bas
boyun skuaméz hiicreli karsinomlarinda siktir. Her ikisine de ait spesifik mekanizmalar

tam anlamiyla anlagilabilmis degildir (7).

Kemoterapi ve radyoterapi direncinin bas boyun skuamdz hiicreli
karsinomlarinin tedavisindeki en biiyiik bariyerlerden biri olmas1 nedeniyle altta yatan

diren¢ mekanizmalarinin daha iyi anlagilmasi, mevcut olan az sayidaki tedavi
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seceneklerine olan yanitin artmasi ve yeni gelistirilecek potansiyel tedavi ajanlari
acisindan yeni hedef molekiillerin tanimlanmasi adina olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla
yapilan ¢aligmalarda pek ¢cok major sinyal yolagi ve farkli mekanizmalar bas boyun
SHK’larinda kemoradyoterapi direng gelisim siiregleriyle iligkili bulunmustur (7).
Larinks SHK’larinda organ koruyucu kemoterapide kullanilan kemoterapi ajanlari,
hedefe yonelik tedavide kullanilan ajanlar ile radyoterapiye karsi gelisen tedavi direnci

ile iliskili oldugu gosterilen temel sinyal yolaklar1 ve bazi siirecler Tablo 4’te

Ozetlenmistir.

Tablo 4: RT ile baz1 KT ajanlarinin etki ve direng mekanizmalarinin 6zeti

TEDAVI
MODALITESI

ETKi MEKANIiZMASI

DIRENC MEKANIiZMALARI

Sisplatin

Sisplatin, hiicre igine almarak DNA ve
RNA ile etkilesebilir bir forma getirilir.
DNA'nin piirin bazlariyla etkileserek
DNA'da hasara sebep olur. Olusan DNA
hasar1 sonucunda sitotoksik  siiregler
tetiklenmektedir (46).

AKT/PI3K yolag1 (7)
RAS/RAF/MEK/ERK yolag (7)
JAK/STAT yolagi (7)

EMT yolagi (7)

Kanser kok hiicreleri (7)
Influks/efluks mekanizmalari (46)
DNA onariminin artmasi (46)
Apopitozis inhibisyonu (46)
EGFR/FAK/NF-KB aktivasyonu (45)

5-FU, pirimidin bazlariyla benzer yapiya

Apopitozis inhibisyonu (45)

Docetaxel/Paclitaxel

mikrotiibiil dinamiklerini suprese ederler.
Sonugta kromozom ayrilmasi ve normal
hiicre boliinmesi bozulur. Siire¢ hiicre
olumiiyle sonlanir (45).

;??Ifn dionlan anaaqulll;etabghl; blza 2;?(112 Timidilat sentaz ekspresyonunda artis (47)
5-Flourourasil . gu - yap Y Bcl2, BelXL, Mcl2 overekspresyonu (47)
RNA/DNA'ya entegre olup normal -
.. . : AKT/PI3K yolag: (48)
niikleotid  metabolizmasini bozarak NF-KB yolag! (48)
sitotoksik etki gosterir (47). yolag
Mikrotiibiillere baglanarak normal

Influks/efluks mekanizmalari (45)
Apopitozis inhibisyonu (45)
NOTCH yolag: (49)

JAK/STAT yolag (50)

Hiicre ylizeyinde buluna EGFR'e karsi
gelistirilmis monoklonal bir antikordur. Bu
sayede hiicre ¢ogalmasi, farklilasma ve

AKT/PI3K yolag1 (7)
RAS/RAF/MEK/ERK yolagi (7)
JAK/STAT yolagi (7)

EMT yolag: (7)

hedefleyen tedavi seklidir (52).

Setuksimab biiyime {izerine etkili bazi sinyal | Kanser kok hiicreleri (7)
yolaklarinin reseptorii olan EGFR inhibe | Anjiyogenesis (51)
edilir (7). EGFR degredasyonunda bozukluk veya
EGFR'nin subselliiler lokalizasyonu (51)
JAK/STAT yolagi (53)
Iyonize radyasyon ile direkt DNA hasar1 ya EGFR/PB}(/ AKT yolagi (54)
. EMT yolagi (54)
da serbest radikaller olusturarak kanser I .
. .. . o1 qor . . .. | Kanser kok hiicreleri (54)
Radyoterapi hiicrelerini oldiirmeyi ve timor 53 gen mutasyonu (54)
bliylimesini  kontrol  altina  almayi p>s g Y

Anjiyojenik faktorlerde ekpresyon artist
(54)
Hipoksi fenomeni (54)
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Bu siiregleri daha detayli olarak incelersek:

AKT/PI3K Yolag: Biiylime faktorleri veya sitokinlerin reseptor tirozin kinaz
(RTK) veya G proteini iligkili bir reseptore baglanmasiyla yolak aktive olur. Fosfotidil
inozitol trifosfat (PIP3), fosfoinozitid 3-kinaz (P13K) ile fosforlanarak aktive edilir.
Aktive PIP3, Protein Kinaz B’yi (AKT) aktive eder. AKT ise hiicre siklusunun
ilerlemesi, hiicre boliinmesi ve biiylime ile iliskili siireglerin aktivasyonunu

saglamaktadir.

Yapilan calismalarda, AKT/ PI3K yolak aktivasyonuna ikincil artmig AKT
sinyallerinin hem primer hem de sekonder kemoterapi ve radyoterapi direnciyle iligkili
oldugu bulunmus; cetuximab, sisplatin, 5-FU ve radyoterapi direnci ile iliskili

olabilecegi gosterilmistir (7).

RAS/RAF/MEK/ERK Yolagi: Bu yolagin yaygin kullanilan diger ismi
“mitogen activated protein kinaz” (MAPK) yolagidir.

Ekstraselliler RTK’in aktivasyonu ile guanozin trifosfataz (GTPaz)
aktivitesine sahip RAS molekiilii uyarilir. RAS’in aktivasyonu ile sirasiyla RAF,
“mitogen-activated protein kinase kinase” (MEK) ve “extracelluler signal-regulated
kinase” (ERK) molekiilleri aktive olur. ERK ise hiicre siklusunun ilerlemesi,
diferansiasyon ve apoptozdan kagis gibi siireclerle ilgili proteinleri fosforlayarak
aktive eder. Bu yolak bas boyun SHK’larinda tedavi direnci konusunda en iyi
calisilmis yolaklardan biridir. Yapilan ¢aligmalarda, yolaga ait RTK, AXL, ERK1/2
ve MAPK yolaginin hedef proteinlerinden biri olan transkripsiyon faktér AP-1 gibi
noktalarda meydana gelen alterasyonlar primer ve sekonder tedavi direnciyle iliskili

bulunmustur (7).
JAK/STAT Yolagi: Bu yolaktan, ilgili boliimde detayli olarak bahsedilmistir.

Epitelyal-Mezenkimal Gecis (EMT): Epitelyal-mezenkimal geg¢is (EMT),
epitelyal hiicrelerin adezyon o6zelliklerini kaybedip diger dokulara olan migrasyonunu
ve invazyonunu tanimlar. Bu siire¢ aslinda embriyonik gelisim ve yara iyilesmesi gibi
fizyolojik siire¢lerde oldukga 6nemlidir. Kanser hiicreleri tarafindan ise, bir uzak organ
metastaz mekanizmasi olarak kullanilmaktadir. Migrasyondan sonra kanser hiicreleri
mezenkimal-epitelyal ge¢is (MET) ile ¢ogalma ve ikinci timor olusturabilme

yetenegine sahip bir fenotipe geri doner. E-cadherin proteininde down-regiilasyon ile
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vimentin, SNAIL, TWIST ve “zinc finger e-box binding homeobox 1/2” (ZEB1/2),
EMT yolagimin belirteglerindendir. EMT ile ilgili calismalar siklikla yolagin
metastatik rolii izerine olsa da; EMT tedavi direnci ile de iligkisi bulunan bir yolaktir.
Ozellikle sekonder direncin bu yolakla iliskili oldugundan bahsedilmektedir. Ornegin,
TWIST molekiiliiniin hem sisplatin hem setuksimab direnciyle iliskili oldugu ve
sekonder direnci yenmek igin potansiyel bir hedef molekiill olabilecegi

diistintilmektedir (7).

Kanser Kok Hiicreleri: Kanser kok hiicre (KKH) teorisi; tiimoriin,
farklilasma, kendini yenileme, yeniden timor olusturma, EMT araciligiyla mobilite
saglama ve tedaviye direng gosterme gibi 6zelliklere sahip birka¢ kok hiicre igerdigine
dayanir. KKH’lerinin dinlenim halinde bulunmasi, genellikle boliinen hiicreleri hedef
alan mevcut tedavilere diren¢ gelismesini agiklar. Cell surface antigen 44 (CD44),
aldehit dehidrogenaz 1 (ALDH1), octamer-binding transcription factor (OCT4) ve sex
determining region Y-box 2 (SOX2), KKH belirtegleri arasindadir. Yapilan
calismalarda, KKH’lerinin cetuximab, afatinib ve sisplatin direnciyle iliskisi oldugu

gosterilmistir (7).

Diger Mekanizmalar: Tiim bu anlatilan mekanizmalarin yani1 sira DNA/RNA
hasar tamir mekanizmalari, ila¢ disa atimi (efflux), apopitozis inhibisyonu, hipoksi
fenomeni, p53 geninde mutasyon, anjiyojenik faktorlerin ekspresyonunda artis ve
epidermal growth factor receptor (EGFR) / focal adhesion kinase (FAK) / nuclear
factor-kappa beta (NF-KB) yolaginda aktivasyon da kemoterapi ve radyoterapi direng

mekanizmalar1 arasindadir (45), (54).

2.9. JAK/STAT SINYAL YOLAGI

JAK/STAT yolagi, yaklasik 3 dekad dnce kesfedilmis esansiyel bir hiicre igi
sinyal agidir. Pek cok sitokin ve biiylime faktorii tarafindan uyarilabilen bu yolak
ekstraselliiler sinyallerin niikleusa iletilmesinde gorevlidir (55). JAK/STAT yolagi,
hiicre boliinmesi, hiicre transformasyonu, inflamasyon, immiinite, anjiyogenezis, doku
invazyonu, metastaz, DNA tamiri ve tedavi direnci gibi hem homeostazla hem de

timorogenezle ilgili pek ¢ok biyolojik olayla iliskilidir (Sekil 5) (8).
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Sekil 5: STATS3 ile iliski hiicresel olaylarin sematik gosterimi

RTKIlar, JAK ve STAT proteinleri bu yolagin esas bilesenleridir. RTKlar,
ekstraselliiler bolgedeki sitokin ve biliylime faktorlerinin  baglandigi hiicre
membraninda lokalize reseptorlerdir.  Her bir RTKin, ligandin baglandigi
ekstraselliiler bolgesi, transmembran bdlgesi ve kaskadi baglatan intraselliiler bolgesi
vardir. RTKlarin intrensek kinaz aktivitesi bulunmaz, ancak intraseliiler bolgesinde,

kinaz aktivitesi olan JAK proteinleri i¢in baglanma bolgesi igerir (55).

JAK proteinleri, non-membran RTK ailesinde yer almaktadir. JAK protein
ailesi, JAK1, JAK2, JAK3 ve reseptdr olmayan tirozin protein kinaz 2 (TYK2)’yi
igeren yapisal ve fonksiyonel homoloji gosteren 4 iiyeden olusmaktadir (55). JAK
proteinlerinin boyutlar1 120 ila 140 kDa araligindadir ve hepsi yedi adet korunmus
JAK homoloji (JH) alan1 igermektedir (56).

STAT protein ailesi, STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5a, STATSD,
STAT6’y1 iceren 7 iiyeden olusmaktadir. Bu molekiiller, 750-850 aminoasitten
olugsmakta ve ¢esitli fonksiyonel bolgeler icermektedir. Bu fonksiyonel bolgeler,
STATlarin dimerizasyonu, diger proteinlerle iliskilenmesi, STAT dimerlerinin
niikleusa translokasyonu, DNA’ya baglanmasi ve transkripsiyon regiilasyonunda rol

alir (55).
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2.9.1. Normal Hiicrelerde JAK/STAT Sinyal Yolag

Prolaktin gibi hormonlarin, Epidermal Growth Faktér (EGF) gibi biiylime
faktorlerinin veya interlokin-6 (IL6), interferon gama (IFN-gama) gibi sitokinlerin
ilgili RTK 1 ekstraselliiler bolgesine baglanmasiyla yolak aktive olur. Bu baglanma,
reseptOr subiinitelerinin dimerizasyonuna ya da multimerizasyonuna yol agar. JAK
proteini, dimerize/multimerize olan reseptorlerin intraselliiler bolgelerine non-
kovalent yolla baglanir. Baglanan JAK proteinleri karsilikl1 olarak birbirlerinin tirozin
rezidiilerini fosforile eder ve JAK proteininin kinaz domaini aktive olur. Bu olaya
‘otofosforilasyon’ denir. JAK ’larin otofosforilasyonu sonucunda, sitoplazmada serbest
halde bulunan inaktif STAT3 proteinleri, reseptordeki fosforile tirozin rezidiilerine
baglanir. Bu baglanma sonrasinda STAT3 proteinleri, JAK’lar tarafindan fosforile
edilir. Bu fosforilasyon STAT proteinlerinin dimerize olmasina yol agar. Dimerize
olan aktive STATlIar, reseptorden ayrilir, niikleusa transloke olur ve spesifik DNA

bolgelerine baglanarak hedef genlerde transkripsiyonu saglar (Sekil 6) (55).

Ligand
> Hiicre membrani

Sitoplazma
(STt
OSTAT
5
Hiicre biiyiimesi I . /
Rejenerasyon artigi & /g-r,q O/
Anjiyogenez -— STAT
invazyon ve metastaz gibi
hiicresel fonksiyonlar
Niikleus

Sekil 6: JAK/STAT sinyal yolagina genel bakis (57)

STAT proteinlerinin  aktivasyonu normal hiicrelerde, proliferasyon,
diferansiasyon, apoptozis, otofaji, immiin diizenlenme gibi 6nemli biyolojik
islemlerde gorevlidir. Ayrica yolagin embriyolojik gelisimde, hematopoezde ve

inflamatuar yanitta da gorevli oldugu rapor edilmistir (58). Ayrica mevcut bulgular,
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STAT3’iin, vaskiiler endotelyal growth faktor (VEGF) artis1 ile anjiyogenezde onemli
rolii olan, ¢ogu dokuda bulunan bir onkojenik transkripsiyon faktorii oldugunu
gostermektedir (59). STAT3 iin asetilasyon ile aktivasyonu, timor supresor genlerin

promotdr bolgelerinin susturulmasinda ve timér gelisiminde etkilidir (60).

2.9.2. JAK/STAT Sinyal Yolagimin Diizenlenmesi

Tirozin kinazlar JAK ve STAT aktivasyonunda énemli role sahip olsa da ¢ok
sayida diizenleyici mekanizma JAK/STAT yolaginin regiilasyonuyla iliskilidir. Bu
sayede normal fizyolojik sinyaller devam ederken, tiimor gibi hastaliklarin gelisimi ile

iliskili aktiviteler de engellenir (55).

JAK/STAT sinyal yolagi, tim basamaklarda regiile edilmektedir. Sinyal
boyunca 3 ana diizenleyici gorev alir (Sekil 7) (55, 8):

1- Fosfat gruplarinin ayrilmasini saglayan protein fosfatazlar, JAK ve/veya
STAT’ta defosforilasyon ve deaktivasyonu saglayarak, JAK/STAT
sinyalini durdurmaktadir.

2- “Small ubiquitin-like modifier by the protein inhibitor of activated STAT”
(PTIAS) adi verilen molekiillerin JAK ve STAT proteinlerine eklenmesiyle
aktivasyonlar1 engellenmektedir.

3- “Suppressors of cytokine signaling” (SOCS) ad1 verilen molekiil ve cesitli
proteinler arasinda kurulan kompleksler, RTK veya JAK {iizerinden sinyal

iletimini inhibe etmektedir.

Ayrica uzayan sinyallerde JAK proteini, self-inhibitor aktivitesi sayesinde
yolagi inhibe etmektedir. EGFR gibi bazi reseptor tirozin kinazlar ve reseptor olmayan
tirozin kinazlar da STAT proteinlerini direkt olarak fosforile ederek yolagi aktive
edebilir (55), (8).
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Sekil 7: JAK/STAT sinyal yolaginin diizenleyici molekiilleri (61)
2.9.3. JAK/STAT Sinyal Yolaginin Tiimérogenezdeki Rolii

Normal kosullarda, JAK/STAT yolaginin aktivasyonu siki bir kontrol
altindadir ve gegicidir. Bu yolaktaki persistan aktivasyon sinyallerinin, pek ¢ok insan
malignitesi gelisiminde onemli rol oynadigi gorilmiistir (62). Kanser gelisimi
anormal, kontrolsiiz hiicre biiylimesi ile karakterize oldugu icin, JAK/STAT yolaginin
asirt aktivasyonunun potansiyel sonucu kanser gelisimidir. JAK/STAT yolagindaki
stiregen aktivasyon veya defektler, proliferasyon, anjiyogenez, konak immiin
yanitindan kacis, apoptozise direng, karsinogenez ve metastazla iligkili bulunmustur.
Bu yolaktaki onkojenik sinyaller neoplastik hiicrelerden ve/veya timor
mikrocevresinden salgilanan ligandlara bagli olabilecegi gibi JAK ve/veya STAT
proteinlerindeki mutasyonlara bagl da olabilir (55). Ozellikle JAK2 mutasyonlarimin,
l6semi ve polisitemi vera gibi myeloproliferatif hastaliklarla iligkili oldugu
gosterilmistir fakat benzer mutasyonlar heniiz solid organ tiimoérlerinde
tanimlanmamustir (60). Devamli olarak aktif halde bulunan STAT3’lin meme, kolon,
mide, bas-boyun, deri, prostat gibi pek c¢ok solid organ kanserinde potansiyel

onkojenik rolii tanimlanmustir. STAT3’teki persistan aktivasyon onkogenez ve
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immiiniteden kagista onemli rol oynarken; STAT3 ablasyonunun ise tiimor gelisimini
engelledigi in-vivo ve in-vitro modellerde gosterilmistir. Yapilan son calismalar,
JAK/STAT yolagindaki aberan aktivasyonun, TSG’lerde downregulasyon ve solid
timorlerin metastatik yetenek kazanmasi ile iliskili oldugunu da gostermektedir (55).

Siirekli aktivasyon ve niikleusa
artmis translokasyon STAT3

N

c-Myc MMP2

: ALDH1A1
Cyclin D1 MMP9 . VEGF . ;
Gen ekspresyonu | g \imentin E-cadherin HIF-Toc El-acr?éenm undefined
Survivin N-cadherin | 9
A Hiicre Migrasyon Anjiyogenez . ok
i tiylimesi anser ko Kemorezistans

Fonksiyon e . RE hiicresi
sagkalim Invazyon benzeri

karakteristik

D
Tiimoérogenez
Sonuc

Sekil 8: STATS3 iligkili genler ve timorogenezdeki rolleri (63)

2.9.4.JAK/STAT Yolaginin Kemoterapi ve Radyoterapi Direncindeki
Rolii

Kemoterapi ve radyoterapi direnci bag boyun skuamdz hiicreli karsinomlarinin
tedavisindeki en biiyiik engellerden biridir (45). Tedavi direnciyle iligkili bulunan
major sinyal yolaklarindan biri de JAK/STAT sinyal yolagidir (7). Bu sinyal yolaginin
ve yolagin Onemli efektor molekiili olan STAT3’ln hiperaktivasyonunun
loverekspresyonunun pek ¢ok solid organ malignitesinde ve hematolojik
malignitelerde uygulanan kemoterapi ve radyoterapi protokollerine karsi gelisen
diren¢ ile iliskili olabilecegi gosterilmistir (64). Larinks skuamoéz hiicreli
karsinomlarinin tedavisinde de kullanilan standart kemoterapi ajanlarindan olan
sisplatine, 5-FU’e ve taksan grubu ilaglara kars1 gelisen kemoterapi direncinde STAT3

aberan aktivasyonun sorumlu olabilecegi disiiniilmektedir. Bu grup hastalarda
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kullanilan radyoterapi (65) ve hedefe yonelik tedavi ajanlarindan olan setuksimaba (7)
kars1 gelisen tedavi direncinde de yine STAT3 molekiiliiniin overekspresyonun
sorumlu olabilecegi gosterilmistir. Yam swra STAT3 aktivasyonunun, JAK
inhibitorleri, STAT inhibitorleri veya farkli mekanizmalarla inhibe edilmesiyle,
gelisen tedavi direncinin azaldigi, kullanilan tedavi ajanlarina olan duyarliligin ve

tedavi yanitinin arttigi gosterilmistir (64).

JAK/STAT sinyal yolaginin overekspresyonu, yani aktive STAT3
molekiiliiniin aberan aktivasyonu kisa survival, kotii prognoz, standart kemoterapi
ajanlarina ve radyoterapiye direngle iligkili bulunmus olsa da bu durum bir anlamda
kanser tedavisi i¢in ihtiya¢ duyulan, yeni ve daha etkili ajanlarin gelistirilmesi adina
yeni bir bakis acis1 kazandirmaktadir. JAK/STAT yolagini bloke eden ajanlarin, JAK
veya STAT inhibitorlerinin veya bu molekiillere yonelik gelistirilebilecek hedefe
yonelik tedavi ajanlarinin mevcut tedavi modaliteleri ile birlikte kullaniminin, tedavi
direncini asmak ve prognozda iyilesme saglamak noktasinda fayda getirecegi
umulmaktadir (55). Ozellikle giiniimiizde 6nemli onkogenlerden biri olduguna
inanilan STAT3 molekiiliiniin degerli bir tedavi hedefi oldugu diisiiniilmektedir. Su an
icin klinik kullanimda olan, direkt olarak STAT3’ii hedefleyen inhibitoér bir ilag
mevcut degildir, ancak STAT3 tedavi direnci problemini asmak i¢cin umut vadeden,

giincel bir hedef olarak gosterilmektedir (64).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. VAKA GRUBUNUN TANIMLANMASI

Calismamiza T.C. Saglik Bilimleri Universitesi Diskap: Yildirrm Beyazit
Egitim ve Arastirma Hastanesi Tibbi Patoloji kliniginde 2008-2022 yillar1 arasinda
larinks skuamoz hiicreli karsinomu tanisi alan ve Kulak Burun Bogaz ve Bas Boyun
Cerrahisi klinigi tarafindan cerrahi dis1 tedavi uygulanan 123 hasta dahil edilmistir.
Calismaya dahil edilen olgularin timi HPV negatif, konvansiyonel SHK ve
varyantlarindan olugmaktadir. Hastane bilgi yonetim sisteminden ulasilan vakalar
arasindan epitelyal orijinli olmayan larinks tiimorleri, larinkse olan diger organ
metastazlari, yeterli klinik bilgi elde edilemeyen vakalar ile takip ve tedavileri
hastanemizde yapilan ancak organ koruyucu tedavi almadan onceki biyopsi

materyallerine ulagilamayan vakalar ¢calisma dis1 birakilmustir.

Calismaya dahil edilen olgular, uygulanan organ koruyucu tedavi
protokoliinden fayda goriip kiir saglanan vakalar (tedaviye sensitif hasta grubu-TSHG)
ve uygulanan organ koruyucu tedavi protokoliine direng gosteren vakalar (tedaviye
rezistan hasta grubu-TRHG) olmak tizere iki gruba ayrilmistir. TSHG’nda dahil edilen
hastalar skuamdéz hiicreli karsinom tanisi alip organ koruyucu tedavi protokolii
baslandiktan sonra kiir saglanip niikks gostermeyen hastalardan olusmaktadir.
TRHG’nda ise skuamoz hiicreli karsinom tanist alip organ koruyucu tedavi protokolii
baslandiktan sonra tedaviye yanit vermeyen veya niiks gosteren hastalari igermektedir.
Niiks gosteren hastalar tedavi bitis tarihinden niiks tanisi aldiklar tarihe kadar gecen
stire agisindan bir y1l ve daha kisa zamanda niiks eden ve bir yildan daha uzun zaman
sonra niiks eden hastalar olmak tizere ikiye ayrilmistir. Bir y1l ve daha kisa zamanda
niiks eden vakalar primer tedavi direnci ile; bir yildan daha uzun zaman sonra niiks

eden vakalar sekonder tedavi direnci ile iliskilendirilerek degerlendirilmistir.

Hastalara ait tedavi bilgileri, takip notlar1 ve patoloji raporlarina hastane bilgi

yonetim sistemi lizerinden ulasilmistir.
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3.2. HISTOMORFOLOJIK DEGERLENDIRME

Organ koruyucu tedavi protokolii ile niiks gostermeyen (TSHG) vakalarin tani
aldiklar1 ilk punch biyopsi materyallerine ait Hematoksilen&Eozin (H&E) boyali
lamlar klinigimizin lam arsivinden c¢ikarilarak retrospektif olarak tarandi. Vakalar,
cinsiyet, yas, timor lokalizasyonu, tiimor boyutu, tiimoriin histopatolojik tanisi,
tiimoriin histopatolojik derecesi, klinik evre ve uygulanan tedavi protokolleri agisindan

degerlendirildi.

Organ koruyucu tedavi protokoliine direng gosteren (TRHG) vakalarin tani
aldiklar1 ilk punch biyopsi materyalleri ve uygulanan tedavi sonrasinda yapilan total
larenjektomi materyallerine ait H&E boyali lamlar klinigimizin lam arsivinden
cikarilarak retrospektif olarak degerlendirildi. Vakalar cinsiyet, yas, tiimor
lokalizasyonu, timdr boyutu, tiimdriin histopatolojik tanisi, tiimoriin histopatolojik
derecesi, lenfovaskiiler invazyon, perindral invazyon, tiroid Kkartilaj invazyonu,
ekstralaringeal invazyon, lenf nodu metastaz durumu, patolojik evre, klinik evre ve

uygulanan tedavi protokolleri agisindan degerlendirildi.

Her iki vaka grubu i¢in de uygulanan tedavi protokolleri ‘sadece RT’, ‘es
zamanl KRT’ ve ‘indiiksiyon KRT” olarak kategorize edildi.

Tiimér diferansiasyon derecesi, DSO Bas ve Boyun Tiimérleri Siniflamasi, 4.
baski1 baz alinarak ‘iyi’, ‘orta’ ve ‘az’ diferansiye olarak degerlendirildi (2). Timdriin
patolojik evresi ve klinik evresi ise 2021 yilinda giincellenen CAP protokolii esas
alinarak belirlendi (24).

3.3. IMMUNOHISTOKIMYASAL BOYAMA

Immunohistokimyasal ¢alisma icin TSHG vakalarindan 1’er adet ve TRHG
vakalarindan ise tedavi oncesini ve tedavi sonrasini temsil eden 2’ser adet lam segildi.
Secilen lamlar, tiimoriin en az diferansiye oldugu alani temsil eden, inflamasyondan ve
nekrozdan olabildigince fakir, olagan epitelle gecis gosteren en genis tiimor alanlarini
icerecek sekilde belirlendi. Secilen lamlara ait, %10’luk formalinle fiksasyon sonrasi
rutin takip islemlerinden ge¢mis, parafine gdmiilii doku bloklari blok arsivinden

cikarildi. Immiinohistokimyasal ¢alismalar i¢in bu bloklardan 4-6 mikron kalinliginda
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kesitler pozitif sarjli lamlara alindi. Immiinohistokimyasal boyamalar, anti-
phosphoSTAT3 antibody [E121-31] (ab32143, Abcam, Cambridge, U.K.) antikoru
kullanilarak Ventana Benchmark XT marka otomatize cihazda, 1/500 diliisyonda

calisilmistir. Pozitif kontrol olarak rat karacigeri kullanilmigtir (Datasheet ektedir).
3.4. IMMUNOHISTOKIMYASAL DEGERLENDIRME

Immiinohistokimyasal degerlendirmelerde yalnizca niikleer boyanmalar
dikkate alinmus; sitoplazmik boyanmalar pozitif boyanma olarak kabul edilmemistir.
Boyanma yayginligini ve boyanma siddetini birlikte degerlendiren iki farkli skorlama

sistemi kullanilmustir.

Guichet tarafindan tanimlanmis, semikantitatif skorlama yonteminde timor,
boyanma yayginligina ve boyanma siddetine gore 0, 1, 2, 3 olarak skorlanmakta ve bu
skorlar ¢arpilarak bir total skor elde edilmektedir (66). Total skor 5 ve iizeri olan
vakalar yliksek ekspresyon; 5’in altinda olan vakalar ise diisiik ekspresyon olarak
degerlendirilmektedir (Tablo 5). Bu skorlama sisteminde heterojen boyanma gésteren

tiimorler, baskin olan boyanma siddeti esas alinarak skorlama yapilmustir.

Tablo 5: Immunohistokimyasal boyama degerlendirme sistemi — 1

Boyanma Yayginhgina Gore:

Skor 0: %0 yayginlikta boyanma

Skor 1: %0-10 yayginlikta boyanma
Skor 2: %10-50 yayginlikta boyanma
Skor 3: %51-100 yayginlikta boyanma
Boyanma Siddetine Gore:

Skor 0: Boyanma yok

Skor 1: Zayif boyanma

Skor 2: Orta siddette boyanma

Skor 3: Kuvvetli boyanma

Total Skor: Boyanma yayginlhik skoru x Boyanma siddet skoru
5 ve iizeri: Yiksek ekspresyon

5’in alti: Diisiik ekspresyon

fkinci skorlama sistemi ise boyanma siddeti ile pozitiflik yiizdesinin birlikte
degerlendirildigi histo-skor (H-skor)’dur (67). H-skor ile 0-300 arasinda sayisal bir
skor elde edilmektedir (Tablo 6).
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Tablo 6: immunohistokimyasal boyama degerlendirme sistemi — 2

Boyanma Siddeti:

Skor 0: Boyanma yok

Skor 1: Zayif boyanma

Skor 2: Orta siddette boyanma
Skor 3: Kuvvetli boyanma

H-skor: 0 x (boyanmayan hiicre ylizdesi) + 1 x (zayif boyanan hiicre yiizdesi) +

2 x (orta siddette boyanan hiicre yiizdesi) + 3 x (kuvvetli boyanan hiicre yiizdesi)

A B

.

Sekil 9: Iyi diferansiye keratinize SHK’un tan1 biyopsisi ve larenjektomi
materyalinde gozlenen paralel p-STAT3 boyanmasi.

A: lyi diferansiye keratinize SHK, tam biyopsi materyali (H&E, x40), B: lyi diferansiye keratinize
SHK, tan1 biyopsi materyalinde boyanma olmayan (skor 0) ve zayif niikleer (skor 1); %0-10 yayginlikta
(skorl) p-STAT3 boyanmasi (p-STAT3, x40), C: lyi diferansiye keratinize SHK, larenjektomi
materyali (H&E, x100), D: lyi diferansiye keratinize SHK, larenjektomi materyalinde boyanma
olmayan (skor 0) ve zayif niikleer (skor 1); %10-50 yayginlikta (skor 2) p-STAT3 boyanmasi (p-
STATS3, x100)
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Sekil 10: Orta diferansiye keratinize SHK ve p-STAT3 boyanmasi

A: Orta diferansiye keratinize SHK (H&E, x100), B: Orta diferansiye keratinize SHK’da zayif (skor 1),
orta siddette (skor 2) ve siddetli (skor 3); %50’den fazla yayginlikta (skor 3) niikleer p-STAT3
boyanmasi (p-STAT3, x100)

Sekil 11: Az diferansiye keratinize SHK ve p-STAT3 boyanmasi

A: Az diferansiye keratinize SHK (H&E, x40), B: Az diferansiye keratinize SHK’da siddetli (skor3);
%100 yaygmlikta (skor 3) niikleer p-STAT3 boyanmasi (p-STAT3, x40)
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A: isi hiicreli SHK (H&E, x100), B: igsi hiicreli SHK da siddetli (skor 3) ve orta siddette (skor 2);
%100 yayginlikta (skor 3) niikkleer p-STAT3 boyanmasi (p-STAT3, x100)

Sekil 13: Bazaloid SHK ve p-STAT3 boyanmasi

A: Bazaloid SHK (H&E, x100), B: Bazaloid SHK’da siddetli (skor 3); %100 yayginlikta (skor 3)
niikleer STAT3 boyanmasi (p-STAT3, x100)
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3.5. ISTATISTIKSEL YONTEM

Verilerin analizi IBM SPSS (Statistical Package for Social Sciences) version
25 paket programinda yapildi. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel
(histogram ve olasilik grafikleri) ve analitik yoOntemlerle (Kolmogorov-
Smirnov/Shapiro-Wilk testleri) incelendi. Tanimlayici analizler normal dagilan sayisal
degiskenler i¢in ortalama ve standart sapma; normal dagilmayan sayisal degiskenler
icin ortanca, u¢ degerler ve ¢eyrekler arasi aralik; ordinal ve kategorik degiskenler icin
ise frekans tablolar1 ile verildi. Bagimsiz gruplar arasi karsilastirmalarda normal
dagilan sayisal degiskenler i¢in Student’s T-Testi, normal dagilmayan sayisal
degiskenler i¢in Mann Whitney U testi, kategorik degiskenler i¢in ise yerine gore Ki-
kare ya da Fisher Testi kullanildi. Bagiml gruplar aras1 karsilastirmalarda ise normal
dagilmayan sayisal degiskenler icin Wilcoxon Testi, kategorik degiskenler icin ise
McNemar testi kullanildi. Spearman testi kullanilarak skorlamalar arasinda korelasyon
analizi yapildi. Niiks veya oliimii predikte eden kestirim degerlerini belirlemek icin
ROC analizi yapildi. Genel ve hastaliksiz sag kalim hizlar1 Kaplan-Meier sag kalim
analizi kullanilarak hesaplandi. Iki grubun sag kalim {izerine etkisi log rank testi

kullanilarak incelendi. P<0.05 i¢in sonugclar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.6. ETIK KURUL ONAYI

Saglik Bilimleri Universitesi Diskapt Yildirm Beyazit Egitim Arastirma
Hastanesi, Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan 12.09.2022 tarihinde 146/35 nolu etik

kurul onay1 alinmustir.
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4. BULGULAR

Calismamiza 115 (%93,5)’1 erkek, 8 (%4)’1 kadin olmak {izere toplam 123
hasta dahil edildi. Vaka popiilasyonunun ortalama tani yast 59,8 (£9,6) idi. 39 (%32)
vakanin supraglottik, 34 (%27,9) vakanin glottik, 5 (%4,1) vakanin subglottik, 43
(%35,2) vakanin transglottik lokalize oldugu goriildii. Ayrica 1 (%0,8) vaka subglottik
ve supraglottik alanda lokalize olmak iizere iki farkli primer tiimér igermekteydi.
Tiimorlerin histopatolojik tiplendirmesinde 99 (%80,5) hastada keratinize skuamoz
hiicreli karsinom goriiliirken; 24 (%19,5) hastada varyant skuamoz hiicreli karsinom
saptand1. Keratinize skuamoz hiicreli karsinom vakalarindan 7 tanesi mikroinvaziv
skuamdz hiicreli karsinom olup biyopsilerin biiyiikk kismi karsinoma in-Situ
alanlarindan olusmaktaydi. Bu nedenle 7 vakanin diferansiasyon derecesi
belirlenememis olup 92 vaka tiimér diferansiasyonu degerlendirmek i¢in uygundu. Bu
92 vakanin 13 (%14,1)’i iyi, 48 (%52,2)’1 orta, 31 (%33,7)’1i az diferansiye idi.
Varyant skuamoz hiicreli karsinomlarin ise 4 (%16,7) linii igsi hiicreli skuamoz hiicreli
karsinom, 4 (%16,7)linii papiller skuamoz hiicreli karsinom ve 16 (%66,6)’sin1
bazaloid skuamdz hiicreli karsinom olusturmaktaydi. Organ koruyucu tedavi
protokolii dahilinde hastalarin 40 (%32,5)’1 sadece radyoterapi, 62 (%50,4)’si es
zamanli kemoradyoterapi, 21 (%17,1)’1 ise indiiksiyon kemoradyoterapi almis idi.
Hastalar, ‘tedaviye sensitif hasta grubu (TSHG)’ ve ‘tedaviye rezistan hasta grubu
(TRHG)’ olmak tiizere 2 gruba ayrildi. 123 hastanin 34 (%27,6)’linde tedavi direnci
gelismis iken 89 (%72,4)’unda tedavi direnci gelismemis idi. Tedavi direnci gelisen
34 vakanin 27’sine diren¢ gelismesi lizerine total larenjektomi yapilmis olup;
lenfovaskiiler invazyon, perindral invazyon, en uzun tiimor c¢ap1 ve patolojik evre
yalnizca bu vakalarda degerlendirilebildi. 11 (%40,7) hastada lenfovaskiiler invazyon
(LVI) saptanirken; 16 (%59,3) hastada LVI goriilmedi. 13 (%48,1) hastada ise
perindral invazyon (PNI) saptanirken; 14 (%51,9) hastada PNI tespit edilmedi. En
uzun tiimdr ¢apinin ortancasi 3 cm (Ceyrekler Arasi Aralik (CAA)=2) idi. Tiimorlerin
patolojik T evrelemesine gore 2 (%7,4)’si T1, 1 (%3,7)’1 T2, 5 (%18,5)’1 T3 ve 19
(%70,4)’u T4 evresindeydi. Patolojik N evrelemesine gore tlimorlerin 15 (%75)’1 NO,
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1 (%5)’1N1, 1 (%5)’1 N2 ve 3 (%15)’1i N3 evreliydi. Patolojik evre gruplamasina gore
tiimorlerin 2 (%10)’si evre 1, 1 (%5)’1 evre 2, 2 (%10)’si evre 3, 15 (%75)’1 evre 4 idi.
Tiimorler patolojik evrelerine gore erken (evre 1 ve evre 2) ve ileri (evre 3 ve evre 4)
evre olarak gruplandiginda 3 (%15) vakanin erken evre; 17 (%85) vakanin ise ileri
evre oldugu goriildii. Klinik T evrelemesinde vakalarin 23 (%18,7)’i T1, 24 (%19,5)1
T2, 67 (%54,5)’1 T3 ve 9 (%7,3)’u T4 idi. Klinik N evrelemesinde olgularin 93
(%75,6)’1 NO, 11 (%8,9)’1 N1, 14 (%I11,4)’4 N2, 4 (%3,3)’i N3 ve 1 (%0,8)’1 N4
evreliydi. 1 (%0,8) olguda tan1 aninda klinik olarak uzak metastaz varken; 122 (%99,2)
olguda tan1 aninda uzak metastaz saptanmadi. Klinik evre gruplamasina gore ise
hastalarin 23 (%18,7)tievre 1, 17 (%13,8)’s1 evre 2, 58 (%47,2)’1 evre 3, 25 (%20,3)’1
evre 4 idi. Timorler klinik evrelerine gore erken (evre 1 ve evre 2) ve ileri (evre 3 ve
evre 4) evre olarak gruplandiginda 40 (%32,5) vakanin erken evre; 83 (%67,5) vakanin

ise ileri evre oldugu goriildii.

TRGH grubunda niikse kadar gecen siirenin ortancasi 9,7 (CAA= 12) ay idi.
Hastalarin tedavi bitis tarihinden niiks tanisi almalarina kadar gegen siire <1 yil ve >1
y1l olarak 2 grupta degerlendirildi. 1 y1l ve daha kisa siirede niiks gdsteren hasta sayis1

22 (%64,7) iken; 1 yildan daha sonra niiks tanisi alan hasta sayis1 ise 12 (%35,3) idi.

TSHG ile TRHG epidemiyolojik 6zellikler agisindan karsilastirildiginda iki
grup arasinda cinsiyet (p >0,99), timoriin histopatolojik tipi (p= 0,85) ve timor
diferansiyasyon derecesi (p= 0,17) arasinda anlamli bir fark saptanmadi. TSHG nun
yas ortalamasinin diger gruba gore anlamli olarak daha ileri oldugu goriildii (p=0,038).
Ayrica her iki grup tiimor lokalizasyonlarinin dagilimi acisindan karsilastirildiginda
TSHG’da subglottik lokalizasyonda tiimor olmadigi ve glottik, supraglottik ve
transglottik lokalizasyondaki tiimorlerin benzer oranda oldugu; TRHG’da ise
tiimorlerin en sik transglottik lokalizasyonda oldugu goriildii. ki grup arasindaki bu

dagilim farki istatistiksel olarak anlamli bulundu (p= 0,001) (Tablo 7).
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Tablo 7: TSHG ile TRHG nun epidemiyolojik verilerinin karsilastirmasi

TSHG TRHG
p degeri
n= 389 n=34
Cinsiyet >0,99
Erkek 83 (%93,3) 32 (%94,1)
Kadm 6 (%6,7) 2 (%5,9)
Yas 60,9+9,6 56,9491 0,038
Tiimér lokalizasyonu, n=122 0,001
Transglottik 30 (%34,1) 13 (%38,2)
Supraglottik 30 (%34,1) 9 (%26,5)
Glottik 28 (%31,8) 6 (%17,6)
Subglottik 0 (%0) 5 (%14,7)
Subglottik ve Supraglottik 0 (%0) 1 (%2,9)
Tiimor tipi 0,85
Keratinize SHK 72 (%80,9) 27 (%79,4)
Varyant SHK 17 (%19,1) 7 (%20,6)
Diferansiasyon derecesi, n=92 0,17
Iyi 10 (%15,4) 3 (%11,1)
Orta 37 (%56,9) 11 (%40,7)
Az 18 (%27,7) 13 (%48,1)
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TSHG ile TRHG, klinik evre ve klinik T, klinik N, klinik M verileri a¢isindan
karsilastirildiginda iki grup arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (p degerleri 0,69;
0,59; 0,27; >0,99). Klinik evre; erken evre ve ileri evre olarak iki gruba ayrilarak
karsilagtirildiginda da iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

saptanmamustir (p= 0,69) (Tablo 8).

Tablo 8: TSHG ile TRHG nun tiimor evresi agisindan karsilastirilmasi

TSHG, n=89 TRHG, n=34 p degeri
Klinik Evre 0,69
1 16 (%18) 7 (%20,6)
2 12 (%13,5) 5 (%14,7)
g 45 (%50,6) 13 (%38,2)
4 16 (%18) 9 (%26,5)
Klinik evre 0,69
Erken evre 28 (%31,5) 12 (%35,3)
Tleri evre 61 (%68,5) 22 (%64,7)
kT 0,59
1 16 (%18) 7 (%20,6)
2 15 (%16,9) 9 (%26,5)
3 52 (%58,4) 15 (%44,1)
4 6 (%6,7) 3 (%8,8)
kN 0,27
0 69 (%77,5) 24 (%70,6)
1 7 (%7,9) 4 (%11,8)
2 9 (%10,1) 5 (%14,7)
3 4 (%4,5) 0 (%0)
4 0 (%0) 1 (%2,9)
kM >0,99
0 89 (%100) 33 (%97,1)
1 0 (%0) 1(%2,9)
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Organ koruyucu tedavi protokolii dahilinde hastalara radyoterapi (RT), es
zamanli (konkomitan) kemoradyoterapi (cKRT) ve indiiksiyon kemoradyoterapi
(1IKRT) uygulanmis olup, TSHG ile TRHG arasinda uygulanan tedavilerin dagilimi
Tablo 9’ da gosterilmistir. Iki grup arasinda uygulanan tedavilerin dagilini agisindan

istatistiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir (p= 0,65).

Tablo 9: TSHG ile TSHG’nda uygulanan tedavilerin dagilimi

TSHG, n=89 TRHG, n=34 p degeri
Uygulanan tedavi 0,65
RT 27 (%30,3) 13 (%38,2)
cKRT 47 (%52,8) 15 (%44,1)
iIKRT 15 (%16,9) 6 (%17,6)

TSHG ile TRHG’nda tan1 biyopsilerine wuygulanan p-STAT3’iin
ekspresyonuna yonelik iki farkli skorlama sistemi kullanilmistir. Birinci skorlama
sistemi ile elde edilen p-STAT3 yayginlik skoru (p= 0,74), p-STAT3 siddet skoru (p=
0,25) ve p-STATS3 total skorunda (p= 0,62) iki grup arasinda istatiksel olarak anlamli
bir fark goriilmemistir. p-STAT3 total skor, yliksek ve diisiik ekspresyon olarak iki
grupta degerlendirildiginde de iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
gdzlenmemistir (p= 0,79). Ikinci skorlama sistemi ile elde edilen p-STAT3 H-
skorunda da ayni sekilde gruplar arasi anlamli fark yoktur (p=0,29), (Tablo 10).

Tablo 10: TSHG ile TRHG’nun tani biyopsilerinde p-STAT3 ekspresyonunun

karsilastirmast
TSHG, n=89 TRHG, n=34 p degeri

p-STAT3 yayginhk skoru 3()* 3(D)* 0,74
p-STAT3 siddet skoru 2 (0)* 2 ()* 0,25
p-STATS3 total skor 6 (2)* 6 (3)* 0,62
p-STATS3 total skor 0,79

Yiiksek ekspresyon 39 (%43,8) 14 (%41,2)

Diisiik ekspresyon 50 (%56,2) 20 (%58,8)
p-STAT3 H-skoru 230 (80)* 200 (108)* 0,29

*Ortanca (CAA)
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TSHG ile TRHG arasinda p-STAT3 ekspresyonu yiiksek ve diisiik ekspresyon
olarak smiflandirilarak degerlendirildiginde aralarinda anlamli bir fark saptanmamistir
(p=0,79), (Tablo 11). p-STAT3 yayginlik skoru ve p-STAT3 siddet skoru, “skor 3 ve
daha diisiik skorlar (skor 0, 1, 2)” olarak iki smifa indirgenerek incelendiginde de
TSHG ile TRHG arasinda istatistiksel olarak anlamli p- STAT3 ekspresyon farki
goriilmemistir (p degerleri 0,63 ve 0,55°tir).

Bu degerlendirme tiim hasta popiilasyonu yanisira sadece RT verilen, cKRT
verilen ve iKRT verilen hasta popiilasyonlarinda da yapilmis olup 3 subgrupta da p-
STAT3 ekspresyonu istatistiksel olarak farkli bulunmamistir (p degerleri >0,99; 0,56;
0,18°dir), (Tablo 12). Sadece RT verilen, cKRT verilen ve iKRT verilen hasta
popiilasyonlarinda da p-STAT3 yayginlik skoru ve p-STAT3 siddet skoru, “skor 3 ve
daha diisiik skorlar (skor 0, 1, 2)” olarak iki simifa indirgenerek incelenmistir. p
degerleri sirastyla RT alan hastalarda >0,99 ve >0,99; cKRT alan hastalarda 0,73 ve
>0,99; iKRT alan hastalarda ise 0,61 ve 0,28 olup tiim degerler istatistiksel olarak

anlamsizdir.

Tablo 11: TSHG ile TRHG arasinda yiiksek ve diisik STAT3 ekspresyonunun

dagilimi
Yiiksek STAT3 Diisiik STAT3
p degeri
ekspresyonu ekspresyonu
0,79
St
=
S
é TSHG 39 (%73,6) 50 (%71,4)
£
= TRHG 14 (%26,4) 20 (%28,6)
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Tablo 12: Tedavi subgruplarinda gére, TSHG ile TRHG arasinda yiiksek ve diisiik
STAT3 ekspresyonunun dagilimi

Yiiksek STAT3 Diisiik STAT3 L
p degeri
ekspresyonu ekspresyonu

.o >0,99

e f:f TSHG 10 (%66,7) 17 (%68)
TRHG 5 (%33,3) 8 (%32)

o 0,56
Y ﬁ TSHG 21 (%72,4) 26 (%78,8)
© TRHG 8 (%27,6) 7 (%21,2)

g 0,18
T ‘E TSHG 8 (%88,9) 7 (%58,3)
= TRHG 1 (%11,1) 5 (%41,7)

Yiiksek p-STAT3 ekspresyonu ve diisiik p-STAT3 ekspresyonunun, patolojik
evre, pT evresi ve pN evresi ile olan iliskisi degerlendirilmis olup p-STAT3

ekspresyon diizeyi ile patolojik evre, pT evresi ve pN evresi arasinda anlamli bir iligki

saptanmamustir (p degerleri 0,41, 0,47 ve 0,53’tiir), (Tablo 13).

Tablo 13: STAT3 ekspresyon diizeyinin patolojik evre ile iligkisi

Dissiik STAT3 Yiiksek STAT3
ekspresyonu ekspresyonu n=70 p degeri
n=53
pT, n=27 0,47
Tl 1(%8,3) 1 (%6,7)
T2 1 (%8,3) 0 (%0)
T3 1 (%8,3) 4 (%26,7)
T4 9 (%75) 10 (%66,7)
pN, n=20 0,53
NO 6 (%75) 9 (%75)
N1 0 (%0) 1 (%8,3)
N2 1 (%12,5) 0 (%0)
N3 1 (%12,5) 2 (%16,7)
Patolojik Evre, n=20 0,41
1 1 (%12,5) 1 (%8,3)
2 1 (%12,5) 0 (%0)
3 0 (%0) 2 (%16,7)
4 6 (%75) 9 (%75)
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Yiiksek p-STAT3 ekspresyonu ve diisiik p-STAT3 ekspresyonunun vakalarin
klinik evresi, kT, kN ve kM evreleri ile olan iligkisi degerlendirilmis olup p-STAT3
ekspresyon diizeyi ile klinik evre, kT, kN, kM evreleri arasinda anlamli bir iligki

saptanmamustir (p degerleri 0,44; 0,41; 0,78 ve >0,99°dur), (Tablo 14).

Tablo 14: STAT3 ekspresyon diizeyinin klinik evre ile iliskisi

Diisiik STAT3 Yiiksek STAT3 o
ekspresyonu, n=53 ekspresyonu, n=70 p degeri
Klinik Evre 0,44
1 9 (%17) 14 (%20)
2 6 (%11,3) 11 (%15,7)
3 29 (%54,7) 29 (%41,4)
4 9 (%17) 16 (%22,9)
kT 0,41
1 9 (%17) 14 (%20)
2 10 (%18,9) 14 (%20)
3 32 (%60,4) 35 (%50)
4 2 (%3,8) 7 (%10)
kN 0,78
0 40 (%75,5) 53 (%75,7)
1 5 (%9,4) 6 (%8,6)
2 5 (%9,4) 9 (%12,9)
3 2 (%3,8) 2 (9%2,9)
4 1 (%1,9) 0 (%0)
kM >0,99
0 53 (%100) 69 (%98,6)
0 (%0) 1 (%1,4)

TRHG’nda yiiksek ve diisiik p-STAT3 ekspresyon diizeyi ile en genis timor
capi, lenfovaskiiler invazyon ve perinoral invazyon varligi ile iliskisi arastirilmis olup

aralarinda anlamli bir iliski tespit edilmemistir (p degerleri 0,053; 0,70 ve 0,86).

TRHG’nda, tedavi bitis tarihinden niiks tanis1 aldiklar1 tarihe kadar gegen siire,
<1 y1l ve >1 yi1l olarak iki gruba ayrilmistir. Bu iki grup arasinda yiiksek ve diistik p-
STAT3 ekspresyon diizeyleri acisindan fark olup olmadigi incelenmis; istatiksel

olarak anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistir (p= 0,16), (Tablo 15).
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Tablo 15: Niikse kadar gegen siirenin STAT3 ekspresyon diizeyi ile iliskisi

Diisiik STAT3 | Yiiksek STAT3
ekspresyonu, ekspresyonu, p degeri
n= 53 n=70
Niikse kadar gecen siire, 0.16
n=34 ’
<l yil 7 (%50) 15 (%75)
>1 yil 7 (%50) 5 (%25)

Yapilan sagkalim analizlerinde, yiiksek ve disiik p-STAT3 ekspresyonu
gosteren vakalar arasinda hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim oranlar1 agisindan
fark olup olmadig1 arastirilmistir. Hastaliksiz sagkalim analizinde p degeri 0,83 olup
iki grup arasinda anlamli bir fark goériilmemistir. Ttakip siiresi yaklagik 96 ay ve
tizerine ¢iktiginda, istatistiksel olarak anlamli olmasa da, diisiikk p-STAT3 ekspresyonu
gosteren vakalarda hastaliksiz sagkalim oraninin daha yiiksek olma egilimi gosterdigi

goriilmektedir (Sekil 14).

Benzer sekilde genel sagkalim analizinde p degeri 0,69 olup iki grup arasinda
anlamli bir fark yoktur. Takip siiresi yaklasik 144 ay ve iizerine ¢iktiginda genel
sagkalim oraninin, istatistiksel olarak anlamli olmasa da, diisiik p-STAT3 ekspresyonu

gosteren vakalarda daha yiiksek olma egiliminde oldugu dikkati ¢ekmistir (Sekil 15).

STAT3
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Sekil 14: p-STATS3 ekspresyon diizeyi ile hastaliksiz sagkalim arasindaki iligki
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Sekil 15: p-STAT3 ekspresyon diizeyi ile genel sagkalim arasindaki iligki

Hastaliks1z sagkalim analizinde p-STAT3 H-skoruna yonelik kestirim degeri
belirlemek i¢in ROC analizi kullanildiginda EAA 0,438 (%95 GA 0,317-0,559) ve p
degeri 0,29 tespit edildi. Benzer sekilde genel sagkalim analizinde p-STAT3 H-
skoruna kestirim degeri belirlemek i¢in ROC analizi kullanildiginda ise EAA 0,502
(%95 GA 0,392-0,611) ve p degeri 0,98 tespit edildi. Her iki analizde de sonuglar
istatistiksel olarak anlamli bulunmadigr i¢in H-skoru igin yliksek ve diisiik
ekspresyonu ifade bir esik deger saptanamamustir. Bu nedenle siiflama gerektiren

analizlerde H-skoru kullanilamamustir.

TRHG’ndaki vakalarin, tani biyopsilerindeki ve niiks nedeniyle yapilan
larenjektomi materyallerinde p-STAT3 boyanmasi i¢in yayginlik skoru, siddet skoru,
total skor ve H skoru karsilastirilmis olup aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir. Skorlarin ortanca degerleri ve p degerleri Tablo 16°da gosterilmistir.
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Tablo 16: TRHG’nda tani1 biyopsisi ve larenjektomi materyallerinde STAT3

ekspresyon karsilagtirmasi

TRHG, n= 34 Tam biyopsisi Laéi?i?‘;i?f“' p degeri
Yayginlk skoru 3(D)* 2,5 (1)* 0,14
Siddet skoru 2 (0)* 2 (1)* 0,82
Total skor 6 (2)* 4 (3)* 0,61
Total skor 0,27

Disiik ekspresyon 53 (%43,1) 19 (%55,9)
Yiiksek ekspresyon 70 (%56,9) 15 (%44,1)
H-skoru 220 (90)* 190 (123)* 0,33
*Ortanca (CAA)

Tedaviye direng gosteren hasta grubundaki her vakanin tan1 biyopsilerindeki
ve niiks nedeniyle yapilan larenjektomi materyallerindeki p-STAT3 boyanmasinin,
yayginlik skoru, siddet skoru, total skor ve H skoru ile ayr1 ayr1 korelasyon analizi

yapildiginda ise aralarinda anlamli bir korelasyon olmadig1 goriilmiistiir (p degerleri
0,29; 0,30; 0,25 ve 0,13), (Tablo 17).

Tablo 17: TRHG’nda tan1 biyopsisi ve larenjektomi materyallerinde STAT3
ekspresyon korelasyonu

Tan1 biyopsisi vs larenjektomi materyali

rs p degeri
Yayginhk skoru 0,188 0,29
Siddet skoru 0,182 0,30
Total skor 0,203 0,25
H-skoru 0,266 0,13

Tiim hasta popiilasyonu, sadece RT alan hastalar ile RT ye ek olarak herhangi
bir KT alan (cKRT veya iKRT) hastalar olarak iki gruba ayrilmis ve bu iki grup diisiik
ve yiiksek p-STAT3 ekspresyonuna gore ayri ayr1 analiz edilmistir.

Diisiik p-STAT3 ekspresyonu gosteren hastalar i¢inde, sadece RT alanlar ile
RT’ye ek olarak herhangi bir KT alan (cKRT veya iKRT) hastalar karsilastirildiginda;
bu iki tedavi grubu arasinda cinsiyet (p >0,99), yas (p= 0,23), histopatolojik timor tipi
(p >0,99), tiimér diferansiyasyon derecesi (p= 0,68), en genis tiimor ¢ap1 (p= 0,76),
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LVI (p=0,22), PNi (p=>0,99), patolojik evre (p= 0,43) ve niikse kadar gegen siire (p=

0,24) agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.

Diisiik p-STAT3 ekspresyonu gosteren hastalarda iki tedavi grubu klinik evre
acisindan karsilastirildiginda sadece RT alan hastalarin tamami evre 1 ve evre 2 olmak
tizere erken evreli iken; cKRT veya iKRT alan hastalarin tamami evre 3 ve evre 4

olmak iizere ileri evreli idi. ki grup arasindaki bu dagilim istatistiksel olarak anlamli

bulundu (p <0,001), (Tablo 18).

Tablo 18: Diisiik p-STAT3 ekspresyonu gosteren hastalarda RT’ye eklenen KT’ nin
klinik evre ve niikse kadar gecen siire iizerine etkisi

Diisiik STAT3 ekspresyonu cKRT+IKRT RT . .
n=53 n=38 n=15 p degeri
Klinik evre <0,001
1 0 (%0) 9 (%60)
2 0 (%0) 6 (%40)
3 29 (%76,3) 0 (%0)
4 9 (%23,7) 0 (%0)
Klinik evre <0,001
Erken evre 0 (%0) 15 (%2100)
Ileri evre 38 (%100) 0 (%0)
kT <0,001
1 0 (%0) 89 (%60)
2 4 (%10,5) 6 (%40)
3 32 (%84,2) 0 (%0)
4 2 (%5,3) 0 (%0)
kN 0,15
0 25 (%65,8) 15 (%100)
1 5(%13,2) 0 (%0)
2 5 (%13,2) 0 (%0)
3 2 (%5,3) 0 (%0)
4 1 (%2,6) 0 (%0)
Niikse kadar siire 10,9 (16) 20,2 (44,6) 0,24
Niikse kadar siire, n=14 0,27
<1 y1l 6 (%66,7) 1 (%20)
>1 yil 3 (%33,3) 4 (%80)

Yiiksek p-STAT3 ekspresyonu gosteren hastalar i¢inde, sadece RT alanlar ile
RT’ye ek olarak herhangi bir KT alan (cKRT veya iKRT) hastalar karsilastirildiginda;
bu iki tedavi grubu arasinda cinsiyet (p= >0,99), yas (p=0,40), histopatolojik tiimor
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tipi (p= >0,99), tiimor diferansiyasyon derecesi (p= 0,21), en genis timor ¢ap1 (p=
0,13), LVI (p= 0,62), PNI (p=>0,99) ve patolojik evre (p= 0,67) acisindan istatistiksel

olarak anlamli bir fark goériilmemistir.

Yiiksek p-STAT3 ekspresyonu gdsteren hastalarda iki tedavi grubu klinik evre
acisindan karsilastirildiginda sadece RT alan hastalarin %85,7°si evre 1 ve evre 2
olmak tizere erken evreli iken; cKRT veya iKRT alan hastalarin %100’i evre 3 ve evre

4 olmak iizere ileri evreli idi. ki grup arasindaki bu fark istatistiksel olarak anlamli

bulundu (p <0,001), (Tablo 19).

Yiiksek p-STAT3 ekspresyonu gdsteren hastalarda niikse kadar gegen siirenin
ortancasi sadece RT alan hastalarda 13,6 ay iken; cKRT veya iKRT alan hastalarda
7,3 ay olup istatistiksel olarak anlam ifade etmektedir (p= 0,047), (Tablo 19). Diisiik
p-STAT3 ekspresyonu gosteren hastalarda bu iki tedavi grubu arasinda boyle bir farkin

gozlenmemis oldugu dikkat ¢ekicidir.

Tablo 19: Yiiksek p-STAT3 ekspresyonu gosteren hastalarda RT’ye eklenen KT nin
klinik evre ve niikse kadar gecen siire lizerine etkisi

Yiiksek STAT3 ekspresyonu, cCKRT+IKRT RT deseri
n= 70 n= 45 n= 25 p degert
Klinik evre <0,001
1 0 (0) 14 (56)
2 1(2,2) 10 (40)
3 28 (62,2) 1(4)
4 16 (35,6) 0(0)
Klinik evre <0,001
Erken evre 1(2,2) 24 (96)
[leri evre 44 (97,8) 14
kT <0,001
1 0(0) 14 (56)
2 4 (8,9) 10 (40)
3 34 (75,6) 1(4)
4 7 (15,6) 0(0)
kN 0,006
0 28 (62,2) 25 (100)
1 6 (13,3) 0(0)
2 9 (20) 0(0)
3 2 (4,4 0(0)
4 _ _
Niikse kadar siire 7,3 (7,7) 13,6 (84,3) 0,047
Niikse kadar siire, n= 20 0,11
<l yil 11 (91,7) 4 (50)
>1 yil 1(8,3) 4 (50)
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Sadece RT verilen hastalar ile RT’ye ek olarak KT alan (cKRT veya iKRT)
hastalarin p-STAT3 ekspresyon diizeylerine gore ayr1 ayr1 sagkalim analizleri
yapilmustir. Diisiik p-STAT3 ekspresyonu gosteren hastalarda, hastaliksiz sagkalim
(p=0,81) ve genel sagkalim (p= 0,20) agisindan sadece RT verilmesi ile RT’ye KT
eklenmesi arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (Sekil 16 ve Sekil 17). Ayn sekilde
yuksek p-STAT3 ekspresyonu gosteren hastalarda da, hastaliksiz sagkalim (p= 0,92)
ve genel sagkalim (p= 0,64) agisindan sadece RT verilmesi ile RT’ye KT eklenmesi

arasindan anlamli bir fark yoktur (Sekil 18 ve Sekil 19).
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Sekil 16: Diisiik p-STAT3 ekspresyonunda genel sagkalim egrisi (CKRT+iKRT vs
RT)
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5. TARTISMA

Larinks kanserleri, yillik kanser vakalarinin %1,1 kadarini olusturmaktadir ve
bas ve boyun kanserleri i¢inde en sik goriilen kanserlerdendir (1). Erken evre larinks
kanserlerinde kiir oranlar1 %80-90’a yaklassa da vakalarin %60 kadar tan1 aninda ileri
evrededir ve ileri evre larinks kanserlerinde sagkalim oranlar1 daha diisiiktiir. 5 yillik
sagkalimi son 40 yil iginde diisiis gostermis olup %66’dan %63’e diismiistiir. Larinks
solunum, konusma ve yutma fonksiyonlar1 gibi yasamsal ve hayat kalitesini belirleyen
islevleri olan bir organdir. Bu nedenle yiiksek mortalite yanisira yiiksek morbiditeye
sahip bir kanser grubudur. Tedavi yaklasimi son dekadda, larinksin fizyolojik
fonksiyonlarini olabildigince koruyarak hastalikta kiir saglamak boyutuna evrilmistir.
Gilinlimiizde, organ koruyucu tedavi protokolleri, tercih edilen gilincel tedavi
yaklagimidir. Bu amagla radyoterapi ve/veya kemoterapi ya da hedefe yonelik
antikorlarin kullanildig1 sistemik tedaviler kullanilmaktadir, fakat bu tedavilerde
izlenen basar1 oranlar1 kombine tedavilerde dahi beklenildigi kadar yiiksek degildir.
Bu durumun en 6nemli nedenlerinden biri uygulanan tedavilere kars1 gelisen direngtir.
Kemoterapi ve radyoterapi direncinin larinks kanserlerinin tedavisindeki en biiyiik
bariyerlerden biri olmasi nedeniyle altta yatan diren¢ mekanizmalarimin daha iyi
anlagilmasi, mevcut olan az sayidaki tedavi seceneklerine olan yanitin artmasi adina
oldukca onemlidir. Bu baglamda larinks karsinomlarmin patogenez siireglerini
anlamak, tedavi direnglerinin 6niine gecebilmek, yeni gelistirilecek potansiyel tedavi
ajanlar1 agisindan yeni hedef molekiiller veya klinik prognozla iliskili biyobelirtecler
tanimlamak i¢in dnemlidir. Tiim bunlardaki nihai hedef tedavi yanitlarinda ilerleme

saglayabilmektir (1, 4, 7, 36).

Bas ve boyun kanserlerinin patogenezinde, HPV iliskili ve HPV iliskisiz olmak
izere klinik ve patolojik olarak birbirinden farkli 6zellikler gosteren iki farkli yolak
etkindir. Larinks kanseri 6zelinde bakildiginda ise major yolak HPV iligkisiz yolaktir.
Bu yolagin patogenezinde p53 mutasyonu yanisira pek¢ok major sinyal yolag: etkili

bulunmustur. Bu sinyal yolaklarindan biri de JAK/STAT sinyal yolagidir (35).

JAK/ STAT sinyal yolagi, esansiyel bir hiicre i¢i sinyal agidir. Bu yolak baz1

hormonlar, sitokinler veya biiylime faktorleri gibi ekstraselliiler sinyallerin niikkleusa
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iletilmesinde gorevlidir. RTKlar, JAK ve STAT proteinleri bu yolagin esas
bilesenleridir. 7 tiyeden olusan STAT ailesinin bir {iyesi olan STAT3, JAK/STAT
sinyal yolaginin 6nemli efektdor molekiillerinden biridir. Ekstraselliiler sinyallerin
yoklugunda inaktif STAT3 proteinleri, hiicre icinde sitoplazmada serbest halde
lokalizedir. STAT3 proteininin aktive olabilmesi i¢in JAK proteinleri tarafindan
fosforile edilip dimerize olmalar1 gerekir. Dimerize olan aktive STAT3’ler,
reseptorden ayrilir, niikleusa transloke olur ve spesifik DNA bolgelerine baglanarak c-
myc, cyclin D1, bcl-XL, survivin gibi hedef genlerde transkripsiyonu saglar (55).
STAT3 protein aktivasyonu normal hiicrelerde, proliferasyon, diferansiasyon,
apoptozis, otofaji, immiin diizenlenme gibi 6nemli biyolojik islemlerde gorevlidir
(58). Fizyolojik kosullarda yolagin aktivasyonu siki bir kontrol altindadir ve gegicidir,
ancak artmis ekstraselliiler sinyallerin varliginda veya yolakta yer alan protein
defektleri sonucunda siiregen bir aktivasyon gelisir. JAK/STAT yolagindaki bu
persistan aktivasyon; proliferasyon, anjiyogenez, konak immiin yanitindan kagis,
apoptozise direng ve metastaz gibi karsinogenez siiregleriyle iligkili bulunmustur. Bu
dogrultuda yapilan ¢alismalarda, bu yolaginin persistan aktivasyonunun meme, kolon,
mide, bas-boyun, deri, prostat gibi pek ¢ok insan malignitesi ile iligkili oldugu

goriilmiistiir (62).

Tiim bu siirecler yanisira son zamanlarda yapilan bazi ¢alismalarda, JAK/STAT
yolagindaki asir1 aktivasyonun ve bunun bir sonucu olarak STAT3 proteinindeki
overekspresyonun, larinks kanserlerinin organ koruyucu tedavisinde de kullanilan,

radyoterapi ve kemoterapi direnciyle iliskili olabilecegi giindeme gelmistir (64).

Biz bu ¢alismada larinks skuamoz hiicreli karsinomu tanisi ile organ koruma
protokoliine alinan 123 hastada, STAT3 ekspresyonunun tedavi direnci ve
konvansiyonel prognostik parametrelerle iliskisini arastirdik. STAT3 protein
ekspresyonunu immunohistokimyasal yontemle degerlendirdik ve antikor olarak

STAT3iin aktif ve niikleusa transloke olan fosforile formunu (p-STAT3) kullandik.

Larinks karsinomlarinin epidemiyolojik verileri agisindan literatiir taramasi
yapildiginda, erkek/kadin oraninin, 3,8/1 gibi bir oranla erkek hasta lehine yiiksek
oldugu goriilmektedir (68). Bizim ¢aligmamizdaki hasta popiilasyonunun da, 115
(%93,5)’1 erkek; 8 (%4)’i kadind1 ve erkek/kadin orani literatiir ile uyumlu bulundu.
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Larinks karsinomlarinin tan1 aldigi ortalama yas araligi 6.-7. dekaddir (69).
Bizim c¢alismamizda da hasta popiilasyonunun yas ortalamasi 59,8 (£9,6) bulundu ve

literatiir bilgileri ile uyumluydu.

Calismamizdaki tiimorlerin anatomik lokalizasyonlarina baktigimiz zaman; 39
(%32) vakanin supraglottik, 34 (%27,9) vakanin glottik, 5 (%4,1) vakanin subglottik,
43 (%35,2) vakanin transglottik lokalize oldugu goriildii. 1 (%0,8) vaka ise subglottik
ve supraglottik alanda lokalize olmak iizere iki farkli primer tiimor icermekteydi. Bu

dagilim da literatiirle uyumlu bulundu (19).

Calismamizdaki hastalar, uygulanan tedaviye sensitif hasta grubu (TSHG) ve
tedaviye rezistan hasta grubu (TRHG) olmak tizere iki gruba ayrildi. 123 hastanin 34
(%27,6)’tinde tedavi direnci saptanmis olup 89 (%72,4)’unda tedavi direnci gelismedi.
Organ koruyucu tedavilere karsi gelisen direng ile ilgili literatiir verilerine
baktigimizda tedaviye karsi gelisen direng oranlarinin ¢ok daha yiiksek oldugunu
gormekteyiz. Yapilan bir ¢alismada bas boyun kanserlerindeki tedavi yanitinin
kombine kemoterapilerle %36 civarinda oldugu ifade edilmistir (70). Bizim
calismamizda organ koruyucu tedavi protokollerine direng gelistiren hasta oraninin
literatiir verilerine oranla daha diisiik olmasinin 6nemli nedenlerinden biri hasta se¢imi
konusunda kabul kriterlerinin net belirlenmis olmasina bagh goriinmektedir. Ciinkii
hastalarin tedaviden fayda gorme olasiliklar1 degerlendirilerek, dogru kabul
kriterleriyle dogru hasta grubuna organ koruyucu tedavi uygulanmasi oldukga
onemlidir. Yanisira tedavi direnci gosteren bazi hastalarin tani biyopsilerinin dis
merkezlerce alinmis olmasindan dolay1 bu biyopsilere erisilememis ve ¢alismaya dahil
edilememistir. Ayrica yapilan bu ¢aligma retrospektif bir calismadir ve hastalarin takip
verileri kesitsel olarak degerlendirilebilmistir. Tiim hastalarin uzun dénem takiplerinin

devam ediyor olmasi da literatiirden farkli bir oran ¢ikmasinda etkili olmus olabilir.

Iki grup arasindaki epidemiyolojik verilere baktigimizda, cinsiyet agisindan
anlaml bir fark yok iken; TSHG ndaki hastalarin tani aldig1 yas ortalamasinin diger
gruba gore anlamli olarak daha ileri oldugu goriildi (p= 0,038). Ayrica her iki grup
tiimor lokalizasyonlarinin dagilimi agisindan karsilastirildiginda TSHG’da subglottik
lokalizasyonda timér olmadigi  ve glottik, supraglottik ve transglottik

lokalizasyondaki timdrlerin benzer oranda oldugu; TRHG’da ise tiimorlerin en sik
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transglottik lokalizasyonda oldugu goriildii. iki grup arasindaki bu dagilim farki
istatistiksel olarak anlamli bulundu (p= 0,001). Literatiirde tedavi direncini arastiran
calismalar genellikle hiicre kiiltiirleri kullanilan in-vitro ¢alismalar oldugundan, tedavi
direncinin  epidemiyolojik verilerle iliskisine deginilmemisti. Bu nedenle
bulgularimiz1 literatiir verileriyle karsilagtiramiyoruz. Bu bulgularimizin, tedavi
direnci gelistiren tiimorlerin farkli biyolojik davranislara sahip oldugunun dolayl bir
gostergesi oldugunu diisiinmekteyiz. Heniiz tanimlanmamis bazi biyolojik siireclerin,
hem erken yasta malignite gelismesiyle hem de gelisen malignitenin tedavilere
direncli, agresif bir dogaya sahip olmasiyla iligkisi olabilir. Benzer sekilde tedavilere
direngli, agresif biyolojik 6zelliklere sahip tiimorler, belli anatomik lokalizasyonlari
tercih ediyor olabilir. Bu anatomik lokalizasyonlarin tanimlanmasi, tedavi kararinda
yol gosterici olacaktir. Bu nedenle tedavi ile ilgilenen diren¢ calismalarinda hasta
Ozelliklerinin de detaylandirilarak incelenmesi 6nemlidir. Bu anlamda ¢alismamizin
bu bulgularini, literatiire sagladigi katki ve konunun énemine dikkat ¢ekmesi yoniiyle

o6nemli buluyoruz.

Calismamizda organ koruyucu tedavi protokolii dahilinde hastalara RT, cKRT
ve iKRT uygulanmis olup iki grup arasinda uygulanan tedavilerin dagilimi agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p= 0,65). Literatiirde bu tedavi
yontemlerinin hangi hastalarda uygulanmasi gerektigi biiyiik ¢aligmalarda aragtirilmis
ve tedavi se¢iminde bir standardizasyon saglanmaya calisilmigtir. Bu baglamda RT,
1yi secilmis bir grup erken evreli hastanin tedavisinde kullanilirken; cKRT ve iKRT
ileri evre hastalarda tercih edilmektedir (71), (72). Iki hasta grubunda, tedavi dagilimi
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farkin olmamasi, uygun hastalara uygun

tedavi yontemlerinin se¢ilmis oldugunu dogrulayan, beklenen bir bulgudur.

Bu iki gruptaki hastalar klinik evre, klinik T evresi, N evresi ve M evresi
acisindan karsilagtirlldiginda iki grup arasinda anlamli bir fark goriilmemistir (p
degerleri 0,69; 0,59; 0,27 ve >0,99). Klinik evre; erken evre (evre 1 ve evre 2) ve ileri
evre (evre 3 ve evre 4) olarak iki gruba ayrilarak karsilastirildiginda da iki grup
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p= 0,69). Her iki hasta
grubunun da benzer evrelere sahip olmasi, larinks kanserlerinde organ koruyucu
cerrahinin, secilmis bazi erken evreli hastalar disinda daha ¢ok lokal ileri evre

hastalikta kullanilmasinin dogal bir sonucudur (42). Her iki hasta grubunun da benzer
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klinik evrelere sahip olmasi ve iki gruba da benzer tedavilerin uygulanmis olmasi
tedavi direncine STAT3 ekspresyonunun etkisini arastirmada bir standardizasyon

saglamstir.

JAK/STAT sinyal yolagindaki artmis aktivasyonun ve bunun bir sonucu
olarak, artmig STAT3 ekspresyonunun, kemoradyoterapi direnci ile iliskili anahtar bir
molekiil olabilecegi literatiirdeki pek ¢ok c¢alismada vurgulanmustir (73). STAT3 {in
tedavi direnci ile olan bu iligkisi bas boyun kanserleri yanisira kolorektal kanserler
(74), meme kanseri (75), akciger kanseri (76), hepatoseliiler kanser (77) ve glial
timorler (78) gibi pek cok sistemde arastirilmis ve ekspresyon artisinin tedavi
direnciyle iliskili oldugu saptanmustir. Servikal kanserlerde ise tersi bulgular mevcut
olup artmis STAT3 ekspresyonunun kemosensitivitede artis sagladigi bildirilmistir
(79,80). Bas boyun SHK’lar1 igin literatiire baktigimizda ise STAT3 artisinin tedavi
direnciyle iliskili oldugu pek ¢ok calismada gosterilmistir. Liu ve ark. ile Qu ve
ark.’nin yaptig1 benzer sekilde dizayn edilmis iki yakin zamanl ¢alismada STAT3
sinyallerinin farkli sekillerde inhibe edilmesiyle kemosensitivitede artis oldugu
saptanmistir. Bu iki ¢alisma da literatiirdeki pek ¢ok ¢aligma gibi hiicre kiiltiirleri
kullanilarak yapilmistir (81,82). Zhou ve ark. tarafindan 43 vakanin dahil edildigi, oral
SHK’larda yapilan ¢alismada da benzer yonde bulgular elde edilmistir. Bu calismanin
literatiirdeki diger direng arastiran ¢alismalardan farki, PCR ve immunohistokimyasal
yontemin hastalara ait tiimoral dokularda c¢alisilmis olmasidir (83). Biz de
calismamizda STAT3 ekspresyonunun tedavi direnci ile iliskisini arastirmak adina,
tedaviye duyarli hasta grubunda ve tedaviye direng gosteren hasta grubunda STAT3
ekspresyon diizeylerini inceledik ve iki grup arasinda anlamli bir ekspresyon farki
olmadigin1 saptadik (p= 0,79). Bu bulgularimiz, yiiksek veya diisik STAT3
ekspresyonun tedavi direnci ile iligkili olmadigini goéstermektedir, ancak literatiir
veriyle paralel degildir. Bunun iizerine STAT3 ekpresyonunun, tiim hasta popiilasyonu

yanisira tedavi subtiplerindeki direng ile iliskisi de degerlendirilmistir.

STAT3 teki artmis ekspresyonun tiim sistemlerin aksine servikal kanserlerde
kemosensitivite artigsina sebep olmasi dikkate deger bir bulgudur. STAT3 ekspresyonu
ile HPV iliskisini aragtiran ¢alismalar i¢in literatiire baktigimizda HPV pozitif servikal
kanserlerde STAT3 ekspreyonunun daha yiiksek oldugunu gdsteren calismalar

mevcuttur. Yiiksek riskli HPV’lerin viral onkogenezde etkili olan proteinlerinin,

67



STAT3 molekiillerinin fosforilasyonunu artirdig1 ve HPV pozitif servikal kanserlerde
STATS3 aktivitesinin ve niikleer lokalize STAT3 miktarinin buna sekonder olarak daha
yiiksek oldugu gosterilmistir (91). Bas boyun kanserlerinde ise, servikal kanserlerin
aksine STAT3’lin aktivitesi ve niikleer lokalizasyonu HPV negatif tiimorlerde daha
yiiksek; HPV pozitif timorlerde daha diisiik bulunmustur (92). HPV pozitif tiiméorlerde
STAT3 ekspresyonunun sistem bagimli olarak degismesinin sebebi heniiz agikliga
kavusturulamamustir. Iki sistem arasinda STAT3 ekspresyonu ile tedavi direnci
noktasinda ters sonuglarin ¢ikmasi buna bagl olabilir. STAT3 ekspresyonu ve HPV
durumunun tedavi direnci ile iligkisi heniiz yeterince arastirilmamis bir konudur. Bu
farkli sonuglarin aydinlatilabilmesi i¢in farkl sistemlerin HPV pozitif ve HPV negatif

tiimorlerinde yapilacak ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Literatiirdeki STAT3 ekspresyonu ve RT direnci arasindaki iligkiyle ilgili
yapilmis ¢alismalara baktigimizda; Li ve ark. yaptiklari bir ¢calismada, artmig STAT3
ekspresyonunun, laringeal skuamoéz hiicreli karsinomlardaki RT direnciyle iligkili
oldugunu oOne slirmiisler ve shRNA araciligiyla STAT3 ekspresyonunu
baskiladiklarinda tiimor hiicrelerinin daha radyosensitif hale geldigini in-vivo deney
modellerinde gostermislerdir (84). Sonraki yillarda Choe ve ark. yaymladigi bir diger
calismada da benzer sekilde, artmis STAT3 aktivitesinin laringeal skuaméz hiicreli
karsinomlarda radyorezistansla iligkili oldugu gosterilmistir (85). STAT3 ile RT
direnci arasindaki bu iligki diger sistemlerde de arastirilmis olup Yin ve ark.’nin kii¢iik
hiicreli dis1  akciger karsinomlarinda yaptigi  bir ¢alismada da STAT3
overekspresyonunun radyorezistanla iliskili oldugu bulunmustur (86). Biz ise
calismamizda RT alan hastalarda, tedaviye duyarli hasta grubu ile tedaviye direng
gosteren hasta grubu arasinda STAT3 ekspresyonu agisindan anlamli bir fark
saptamadik (p degeri >0,99). Yani literatiir verilerinden farkli olarak STAT3

overekspresyonunu RT direnci ile iligkili bulmadik.

STAT3 ekspresyonu ile KT direnci arasindaki iligki agisindan literatiire
baktigimizda; Gu ve ark. calismalarinda, artmis STAT3 ekspresyonunun bas boyun
skuamoz hiicreli karsinomlarindaki sisplatin direnci ile iligkili oldugunu gdstermistir
(87). Liu ve ark. ise bir STAT3 inhibitér molekiilii olan cucurbitacin araciligi ile
STAT3 molekiiliinii inhibe ettiklerinde, laringeal skuamoz hiicreli karsinomlardaki

sisplatin direncine karst duyarlilik gelistigini bulmustur (88). Li ve ark.’nin yaptigi
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daha yakin zamanli bir ¢alismada ise, larinks skuamoz hiicreli karsinomlarinda, “long
noncoding RNA” ile STAT3 sinyalleri dolayli olarak inhibe edildiginde uygulanan
kemoterapotik ajanlara duyarliligin  arttigi gosterilmistir (89). Bas ve boyun
kanserlerinin tedavisinde kullanilan bir diger kemoteropétik ajan 5-FU’dir. Wang ve
ark.’nin mide adenokarsinomlarinda yaptig1 bir calismada ise STAT3 ekspresyonu ile
5-FU direnci arasindaki iligki arastirilmis ve STAT3 sinyalleri inhibe edildiginde 5-
FU direncinde gerileme oldugu goriilmistiir (90). Literatiirde bas boyun
tiimorlerindeki KT direnci ile ilgili yapilan ¢aligmalar daha ¢ok bu bdlgede en ¢ok
tercih edilen ajan olan sisplatin direncini arastirmaya yonelikti. Bizim vakalarimizda
da kemoterapdtik ajan olarak %90 gibi yiiksek bir oranda sisplatin kullanilmisti.
Calismamizda cKRT ve iKRT alan hasta popiilasyonunda, TSHG ile TRHG arasinda
STAT3 ekspresyon seviyeleri arasinda anlamli bir farklilik saptamadik (p degerleri
0,56 ve 0,18). Yani KT direnciyle STAT3 ekspresyon diizeyleri arasinda anlamli bir

fark yoktu ve bu sonug literatiir verileriyle uyumlu degildi.

Calismamizin verilerine gore STAT3 ekspresyonunun diisiik veya yiiksek
olmasi, hem RT hem KT rezistansi ile iliskili degildir. Tiimoriin tedavi siirecinde veya
tedavinin en baginda gelistirdigi bu diren¢ JAK/STAT sinyal yolagindan bagimsiz bir
stirectir. Bu direncin sebebi, heniiz netlestirilememis olup JAK/STAT yolag: disindaki
diger sinyal yolaklar1 veya heniiz tanimlanamamis olan bir gendeki mutasyonlar
olabilir. Bas boyun SHK’larinda RT ve KT direnci konusunda literatiirde yer alan
¢alismalarin hemen tamami STAT3 proteininin mRNA’sina yonelik western-blot gibi
daha ileri ve hassas teknikler kullanilarak yapilmis in-vivo ve in-vitro ¢alismalardir.
Bizim c¢aligmamizda ise degerlendirmeler yalnizca immunohistokimyasal yontemle
yapilabilmistir. Ayrica ¢alismamiz retrospektif bir calisma olup hastalarin takip
verileri kesitsel olarak degerlendirebilmistir. Bunlar ¢alismamizin kisitliliklari olsa da
bas boyun tiimdrlerinin tedavilerindeki diren¢ mekanizmalar1 giiniimiizde
netlestirilememis bir konudur. Daha fazla sayida vakanin dahil edilerek, uzun siireli
takiplerle yapilacak olan prospektif caligmalara ihtiya¢ vardir. Ciinkii tedavi
direncinden sorumlu anahtar mekanizma veya molekiiliin tanimlanmasi, heniiz tani
aninda iken, uygulanacak tedavilere diren¢ gosterecek hastalar1 Ongérmemizi
saglayacaktir. Bu sayede tedavi direnci gdsterme ihtimali yiiksek olan hastalarda,

tanimlanan molekiillere yonelik inhibitor ajanlart iceren kombine tedaviler
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kullanilabilecek veya direng gelisecegini Ongérdiigiimiiz tedavilerden ve bu

tedavilerin olasi yan etkilerinden kaginilabilecektir.

Tedavi direncinde tartisilan konulardan bir tanesi de primer (intrinsik) direng
ve sekonder (kazanilmis) direngtir. Primer direng, tedaviyi takiben timor
regresyonunun olmamasidir. Bu durumun tedavi baslangicindan 6nce gelismis bazi
stireglerin bir sonucu oldugu diistiniilmektedir. Sekonder direng ise tedaviyi takiben
baslangicta klinik fayda saglanan hastalarda, gozlenen tedavi cevabinda gerileme
olmasidir. Her iki tip diren¢ de bas boyun skuamdz hiicreli karsinomlarinda siktir ve
her ikisine de ait spesifik mekanizmalar tam anlamiyla anlasilabilmis degildir ve bu
iki mekanizma siklikla birlikte ger¢eklesmektedir (7). Bas boyun tiimorlerinde
JAK/STAT yolagmin ‘sadece’ primer direngle olan iliskisi heniiz bildirilmemistir;
ancak Sen ve ark. STAT3’iin hem primer hem de sekonder direngle iliskili oldugunu
rapor etmistir (93). Biz de c¢alismamizda, tedavi direnci gosteren hasta grubunda,
tedavi bitis tarihinden niiks tanis1 alinan tarihe kadar gegen siireyi <1 yil ve >1 yil
olarak iki gruba ayirdik. ilk bir y1lda gerceklesen niikslerin primer direngle; 1 yildan
sonra gelisen niikslerin ise sekonder direngle daha ¢ok iliskili olabilecegini diistindiik.
Buradan yola ¢ikarak, iki grup arasindaki STAT3 ekspresyon diizeylerini arastirdik ve
primer direng ile sekonder direngte STAT3’iin etkinligini degerlendirmek istedik. <1
yilda ve >1 yilda direng gelistiren hastalar arasinda anlamli bir STAT3 ekspresyon
fark1 olmadigini gordiik (p= 0,16). Bu konuyla ilgili literatiirde yeterli calisma ve bilgi
olmadigint gormekteyiz. Bizim yaptigimiz degerlendirme de sadece dolayli yoldan
yapilmis bir yorumdur ve bu konuyla ilgili nesnel veriler ortaya koyacak ¢alismalara

ihtiyag vardir.

JAK/STAT sinyal yolagindaki aktivasyon diizeyinin uygulanan RT ve/veya
KT nedeniyle degisip degismedigini analiz edebilmek i¢in tedaviye diren¢ gosteren
hasta grubundaki vakalarin, tan1 biyopsilerindeki ve larenjektomi materyallerindeki
STAT3 boyanmasi karsilastirilmistir. Tan1 biyopsilerindeki STAT3 ekspresyonlariin
ortanca degerleriyle larenjektomi materyallerindeki ekspresyonlarin ortanca degerleri
arasinda anlamli bir fark gortilmemistir. Bu bulgu, JAK/STAT sinyal yolaginin tedavi
siirecinin basinda ve sonunda benzer diizeyde etkin oldugunu; verilen tedavilere

sekonder olarak sonradan aktive olup tedavi direncine neden olmadigini ya da bagsta
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aktif bir yolak iken verilen tedavilere sekonder olarak inhibe olup tedavi direncine

neden olmadigini diistindiirebilir.

Her vakanin kendi icinde, tam1 biyopsilerindeki ve larenjektomi
materyallerindeki STAT3 boyanmasinin korelasyon analizi yapildiginda ise iki
biyopsi arasinda, ekspresyon artisi/azalisi yoniinde anlamli bir korelasyon olmadigi
goriilmiistlir. Tan1 biyopsilerinin punch biyopsi niteliginde olmasi tiimoriin derinini ve
genelini degerlendirmek noktasinda kisitlayict bir faktér olsa da; bu bulgu da
JAK/STAT sinyal yolaginin tedavi siirecinin basinda ve sonunda benzer diizeyde etkin
oldugu goriisiinii destekleyebilir. Bu konuyla ilgili ise literatiirde benzer sekilde

tasarlanmis baska ¢alisma bulunmamaktadir.

Calismamizda ayrica STAT3 ekspresyonunun, konvansiyonel prognostik
parametreler ve sagkalimla iliskisini de degerlendirdik. Feng ve ark. yaptiklar
deneysel modelde STAT3 sinyallerini inhibe ettiklerinde, laringeal skuam6z hiicreli
karsinomlarin hiicre biiyiimesinin ve motilitesinin baskilandigini bulmuslardir (94).
Sonraki yillarda Xu ve ark. tarafindan larinks karsinomlarinda yapilan bir baska
calismada da benzer sekilde JAK/STAT sinyal yolagi dolayli olarak baskilandiginda,
kanser hiicrelerinin proliferasyon ve invazyon yeteneginin inhibe oldugu goriilmiistiir
(95). Bu c¢alismalardan elde edilen bulgular, STAT3 overekspresyonunun kotii
prognostik parametrelerle iligkili olabilecegini diisiindiirmekte ve STAT3 {in hastalik
prognozunu Ongdérmede yeni ve degerli bir biyobelirte¢ olabilecegi Ongoriisii
uyandirmaktadir. Bu baglamda Masuda ve ark. bas boyun SHK’larinda STAT3
ekspresyonu ile prognostik veriler arasindaki iligkiyi arastirmig; STAT3 pozitif
vakalarin daha yiiksek oranda lenf nodu metastazi yaptigini ve daha ileri klinik evre
ile iligkili oldugunu bulmustur (96). Daha yakin zamanli bir bagka ¢alismada ise
larinks karsinomlarinda, STAT3 fosforilasyonunun engellenmesiyle dolayli olarak
STAT3 yolagi inhibe edildiginde uzak metastaz riskinin azaldigi, invivo ve invitro
modellerde gosterilmistir (97). Farkli bir caligmada ise Pectasides ve ark., bas boyun
SHK’larindaki STAT3 ekspresyonu ile tiimor evresi arasindaki iligkiyi arastirmig
ancak istatistiksel olarak anlamli bir iliski saptamamustir (98). STAT3 ekspresyonunun
evre ile iliskisi diger sistemlerde de arastirilmis bir konudur. Masuda ve ark. renal
hiicreli karsinomlarda yaptigi ¢aligmalarinda artmis STAT3 mRNA seviyeleri ile

timor evresi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski olmadigini bulmuslardir.
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Ozetle literatiir verilerine baktigimizda STAT3 ekspresyonunun tiimor evresi ile
iliskisi konusunda celigkili bulgular mevcuttur. Bizim c¢alismamizda da p-STAT3
ekspresyon diizeyi ile klinik evre, kT, kN ve kM evreleri arasinda anlamli bir iligki
saptanmamustir (p degerleri 0,44; 0,41; 0,78 ve >0,99). Calismalarin bir kisminin
immunohistokimyasal yontemle, bir kisminin mRNA analizleriyle yapilmis olmasi,
immunohistokimyasal boyanmalarin degerlendirilmesinde ortak kabul edilen bir
skorlama sisteminin olmamasi ve degerlendirmelerin subjektif olmasi ¢ikan farkl
sonuglardaki kisitlayic1 faktorlerdendir. Ayrica caligmalara dahil edilen hasta
sayilarindaki yetersizlikler ve farkliliklar da c¢eliskili sonuglarin ¢ikmasinda etkili

goriinmektedir.

Calismamizda p-STAT3 ekspresyon diizeyi ile tiimoriin histopatolojik
derecesi, en genis timor ¢api, lenfovaskiiler invazyon ve perindral invazyon varligi ile
iligkisi arastirilmis olup aralarinda anlamli bir iliski tespit edilmemistir (p degerleri
0,24; 0,053; 0,70 ve 0,86). Bu konuyla ilgili literatiirdeki ¢alismalara baktigimizda
Zhao ve ark. larinks skuamoz hiicreli karsinomlarinda, STAT3 ekspresyonunun az ve
orta diferansiye tiimdrlerde, iyi diferansiye tiimorlere gore daha yiiksek oldugunu
bildirmistir (99). Pectasides ve ark. ise yine larinks karsinomunda, STAT3 ekspresyon
diizeyi ile tiimor diferansiasyon derecesi arasinda anlamli bir iliski gormemistir (98).
Gordziel ve ark. da kolorektal karsinomlarda bu konuyu aragtirmis ve STAT3
ekspresyon diizeyi ile tiimorilin histolojik diferansiasyonu arasinda anlamli bir iliski
olmadigini ifade etmistir (100). STAT3 ekspresyon diizeyleri ile LVI ve PNI arasindaki
iliski acisindan literatiirede verilerin smirli oldugunu goérmekteyiz. Bas boyun
SHK’larinda bu konuda yapilmis bir ¢alisma mevcut degildir, Kolorektal kanserlerde
yapilan bir calismada Monnien ve ark., STAT3 ekspresyonu ile LVI ve PNI iliskisini

arastirmig; ancak istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptamamistir (101).

STATS3 ekspresyonunun sagkalimla iliskisini arastiran ¢alismalar i¢in literatiire
baktigimizda bulgularin celiskili oldugunu gérmekteyiz. Bas boyun SHK’larinda
yapilan c¢aligmalarda Masuda ve ark. yliksek STAT3 ekspresyonunun daha diisiik
sagkalimla iliskili oldugunu ifade ederken; Pectasides ve ark. ise yliksek STAT3
ekspresyonunu artmis sagkalimla korele bulmustur (96), (98). Farkli sistemlerde
yapilan ¢aligmalara baktigimizda ise kolon adenokarsinomlarinda yapilan bir

calismada Monnien ve ark., STAT3 pozitifliginin 5 yillik genel sagkalim ve 5 yillik
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hastaliksi1z sagkalimla iligkisini analiz etmis ve STAT3 eksprese eden vakalarin genel
sagkalimlarinin daha yiiksek oldugunu bildirmistir; ancak STAT3 ekspresyonu ile
hastaliksiz sagkalim arasinda anlamli bir iliski bildirmemistir (101). Bizim
calismamizda ise yiiksek ve diisiik p-STAT3 ekspresyonu gosteren vakalar arasinda
yapilan hastaliks1z sagkalim analizinde p degeri 0,83 olup iki grup arasinda anlamh
bir fark goriilmemistir. Takip siiresi yaklasik 96 ay ve iizerine ¢iktiginda, istatistiksel
olarak anlamli olmasa da, diisiik p-STAT3 ekspresyonu gosteren vakalarda hastaliksiz
sagkalim oraninin daha yiiksek oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde genel sagkalim
analizinde p degeri 0,69 olup iki grup arasinda anlaml bir fark yoktur. Takip stiresi
yaklagik 144 ay ve lizerine ¢iktiginda genel sagkalim orani, istatistiksel olarak anlamli
olmasa da, diisik p-STAT3 ekspresyonu gosteren vakalarda daha yiiksek olma
egilimindedir. Literatliirdeki bu ¢eliskili verileri netlestirmek hastalik prognozunu
ongorebilmek ve hasta yonetimine 151k tutabilmek adina olduk¢a Snemlidir. Bu
nedenle hasta sayilarinin artirilarak, daha uzun siireli takiplerin yapilacagi prospektif

nitelikte calismalara ihtiyag vardir.

Calismamizda tartigsmak istedigimiz bir diger nokta ise RT ye eklenen KT nin
etkinliginin, tiimoriin STAT3 ekspresyon diizeyine gore farklilhik gosterip
gostermedigidir. Timoriin STAT3 ekspresyon diizeyini tedavi ig¢in prediktif bir
biyobelirte¢ olarak kullanarak, hangi hastanin eklenecek KT’den fayda gorecegini,
hangi hastanin fayda gérmeyecegini 6ngorebilmek hastalar i¢in olduk¢a pragmatik bir
yaklagim olacaktir. Ciinkii RT’ye eklenen KT ler toksisite oranlarinda belirgin bir
artis1 da beraberinde getirmektedir (102). Bu sayede heniiz tedavinin basindayken,
yeterli diizeyde KT etkinligi dngoriilmeyen hasta grubunda kemoterapi ajanlarinin kisa
ve uzun donem yan etkilerinden kaginmak da miimkiin olacaktir. Bu karsilagtirmay1
yapabilmek i¢in tiim hasta popiilasyonumuz, sadece RT alan hastalar ile RT ye ek
olarak herhangi bir KT alan (cKRT veya iKRT) hastalar olarak iki gruba ayrilmis ve
bu iki grup diisiik ve yliksek STAT3 ekspresyonuna gore ayr1 ayr1 analiz edilmistir.
Hastalarimizin aldigi KT, %90 gibi yiiksek bir oranla sisplatindir. Literatiirde bu
konuya egilen galisma sayis1 heniiz yeterli olmasa da bas boyun SHK’larinda yapilmis
iki ¢alismanin sonuglarini dikkat ¢ekici bulduk. Hato ve ark. 65’i RT’ye ek sisplatin
almig, 32’si sadece RT almis olan toplam 97 hastada yaptiklar1 ¢aligmada vakalar

STATS3 ekspresyon diizeylerine gore sagkalim ve prognoz agisindan analiz etmistir.
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STAT3 pozitif hasta gruplarindaki 5 yillik hastaliksiz sagkalim ve 5 yillik genel
sagkalim oranlarinda tedaviye KT eklenmesiyle belirgin sekilde artis oldugunu; STAT
negatif hastalarda ise tedaviye KT eklenmesinin sagkalimda anlamli bir degisiklige
sebep olmadigint géstermistir. Ayrica STAT3 pozitif ve negatif vakalar arasinda evre
acisindan anlamli bir iligki saptamamustir. Bu ¢alismada STAT3 ekspresyon analizinde
immunohistokimyasal yontem yanisira genetik c¢alismalar da kullanilmustir (103).
Sonraki yillarda van Ruitenbeek ve ark. da 35’1 RT’te KT almuis, 53’1 ise sadece RT
almig toplam 88 hasta dahil ettikleri ¢alismalarinda, STAT3 ekspresyon durumuna
gore tedaviye KT eklenmesinin sagkalimla ve prognostik parametrelerle iligkisini
arastirmigtir. STAT3 pozitif ve negatif vakalar arasinda 5 yillik hastaliksiz sagkalim
ve 5 yillik genel sagkalim agisindan anlaml bir fark olmadigini géstermistir. Ayrica
hem STAT3 pozitif hem STAT3 negatif vaka grubunda anlamli olarak, sadece RT alan
hastalarin erken T evresine; RT’ye ek KT alan hastalarin ileri T evresine sahip

oldugunu gostermislerdir.

Bizim ¢alismamizda ise, diisiik ve yiiksek STAT3 eksprese eden hastalarin
patolojik evrelerinde anlamli bir fark yoktu. Hem diisiik hem ytliksek STAT3 eksprese
eden hasta grubunda anlamli olarak, erken evreli hastalar sadece RT; ileri evreli
hastalar ise RT ye ek KT almis idi. Bu dagilim istatistiksel olarak anlaml1 goriinse de
hastalarin tedavi planinda genellikle, erken evre tiimdrlere sadece RT verilmis; ileri
evre timorlerde ise sisplatin bazli KT eklenerek RT verilmisti. Literatiirdeki benzer
sonucu olan ¢alismaya baktigimizda da benzer biasin oldugu gérmekteyiz. Bu konuda
daha saglikli degerlendirmelerde bulunabilmek igin, aymi evreli hastalarda benzer

caligmalarin tekrarlanmasi gerektigini diistinmekteyiz.

Yiiksek STAT3 eksprese eden hasta grubunda, sadece RT alan hastalarda
niikse kadar gegen silire ortalama 13,6 ay iken; RT’ye KT eklendiginde bu siire
ortalama 7,3 ay idi (p= 0,047). Diisiik STAT3 ekprese eden vakalarda da sadece RT
alan hastalarda niikse kadar gecen siirenin ortalamasi KT eklenen gruba gore daha
yiiksekti ancak bu gruptaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi. RT ye ek KT alan
hastalarin; sadece RT alan hastalara gére daha ileri evrede olmasi, KT eklenen hasta
grubundaki erken niiksii agiklayan bir durum olabilir. Bu nedenle istatistiksel olarak
anlamli goriinse de evre standardizasyonu olmadan boyle bir yorumun yapilmasi

tarafli bir degerlendirme olacaktir. Ayrica her iki grupta da vaka sayilarinin kisith
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olmast saglikli yorum yapmamizi engellemektedir. Yine de yiiksek STAT3
ekspresyonunun niikse kadar gegen siireyi 6ngormede degerli bir prognostik parametre
olabilecegi ¢calismamizin dnemli bir bulgusudur. Literatiirde bu konuyla ilgili benzer
ya da ters sonuclari olan baska bir ¢calisma mevcut degildir. Bu bulgumuz, yiiksek
STAT3 eksprese eden hastalarin, eklenen KT den daha az fayda gorecegini ifade
etmektedir, fakat net bir kaniya varabilmek i¢in ¢ok daha fazla sayida hasta igeren
serilerle, evre standardizasyonu saglanarak ileri ¢aligmalarin yapilmasina ihtiyag
vardir. Bu sayede her hastaya uygun, etkin tedaviler verilerek hem tedavi yanitinda

artis hem de yan etkilerden kaginmak miimkiin olacaktir.

Yapilan sagkalim analizlerinde ise; hem diisik hem de yiiksek STAT3
ekspresyonu gosteren hasta gruplarinda, hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim
acisindan sadece RT verilmesi ile RT’ye KT eklenmesi arasinda anlamli bir fark
goriilmedi. Bu bulgumuzu destekleyen literatiir verileri mevcut olsa da, STAT3
ekspresyonunun eklenecek KT’nin faydasini ongérmedeki rolii heniiz yeterince
calisilmamis bir konudur. Hastalarin tedavi ve takip siireclerine 151k tutabilmek adina
daha fazla sayida vaka iceren, prospektif ve nesnel veriler elde edilebilecek genetik

temelli ¢aligmalara ihtiya¢ vardir.
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10.

11.

6. SONUCLAR

Calismamizda 123 larinks SHK vakasinda STAT3 ekspresyonunun tedavi
direnci ve patolojik/klinik prognostik verilerle iliskisi arastirildi.
(Calismaya dahil edilen hastalarin 115 (%93,5)’1 erkek, 8 (%4)’1 kadindi.
Vaka popiilasyonunun ortalama tan1 yas1 59,8 (+9,6) idi.

Organ koruyucu tedavi protokolii dahilinde hastalarin 40 (%32,5)’1 sadece
radyoterapi, 62 (%50,4)’si es zamanli kemoradyoterapi, 21 (%17,1)’1 ise
indiiksiyon kemoradyoterapi almis idi.

Hastalar, TSHG ve TRHG olmak iizere 2 gruba ayrildi. 123 hastanin 34
(%27,6)’linde tedavi direnci gelismis iken 89 (%72,4)’unda tedavi direnci
gelismemis idi.

TSHG’ nun yas ortalamasi TRHG na gére anlamli olarak daha ileri idi (p=
0,038).

TSHG’da subglottik lokalizasyonda tiimor olmadigr ve glottik,
supraglottik ve transglottik lokalizasyondaki tiimorlerin benzer oranda
oldugu; TRHG’da ise tiimdrlerin en sik transglottik lokalizasyonda oldugu
goriilmiistiir. Tki grup arasindaki bu dagilim fark: istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur (p=0,001).

TSHG ile TRHG arasinda cinsiyet, tiimoriin histopatolojik tipi ve timor
diferansiyasyon derecesi, klinik evre, klinik T, klinik N, klinik M evreleri
arasinda anlamli bir fark saptanmamustir.

TSHG ile TRHG’nun tan1 biyopsilerine uygulanan p-STAT3’lin
ekspresyonu iki farkli skorlama sistemi ile degerlendirilmis olup iki grup
arasinda anlamli ekspresyon farki saptanmamistir. Bu bulgu STAT3
ekspresyonun tedavi direnci ile iliskili olmadigini diisiindiirmektedir.

Bu degerlendirme tiim hasta popiilasyonu yanisira tedavi subgruplarinda
da yapilmis olup tedavi subgruplarindaki diren¢ gelisiminde STAT3
ekspresyonu anlamli bulunmamustir.

STATS3 ekspresyon diizeyi ile patolojik evre, pT, pN, klinik evre, kT, kN,
kM, LVI, PNI ve niikse kadar gegen siire arasinda anlamli bir iliski
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

saptanmamustir. Bu baglamda STAT3 ekspresyon diizeyi klinik ve
histopatolojik prognostik parametrelerle iligkili gériinmemektedir.
STAT3 ekspresyon diizeyi ile hastaliksiz sagkalim oranlari arasinda
anlamli bir iliski saptanmamistir. Takip stiresi yaklasik 96 ay ve lizerine
ciktiginda, istatistiksel olarak anlamli olmasa da, diisiik p-STAT3
ckspresyonu gosteren vakalarin hastaliksiz sagkalim oranlarinda daha
yiiksek olma egilimi gézlenmistir.

STATS3 ekspresyon diizeyi ile genel sagkalim oranlar1 arasinda anlamli bir
iliski bulunmamustir. Takip siiresi yaklasik 144 ay ve lizerine ¢iktiginda,
istatistiksel olarak anlamli olmasa da, disik p-STAT3 ekspresyonu
gosteren vakalarin genel sagkalim oranlarinda daha yiiksek olma egilimi
gozlenmektedir.

TRHG’ndaki vakalarin, tan1 biyopsilerindeki ve niiks nedeniyle yapilan
larenjektomi materyallerindeki STAT3 boyanmasinin ortanca degerleri
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamistir. Bu bulgu,
JAK/STAT sinyal yolaginin tedavi siirecinin basinda ve sonunda benzer
diizeyde etkin oldugunu; verilen tedavilere sekonder olarak sonradan
aktive olup tedavi direncine neden olmadigini ya da basta aktif bir yolak
iken verilen tedavilere sekonder olarak inhibe olup tedavi direncine neden
olmadigini diistindiirebilir.

Tim hasta popiilasyonu, sadece RT alan hastalar ile RT ye ek olarak
herhangi bir KT alan (cKRT veya iKRT) hastalar olarak iki gruba
ayrilmigtir. Sadece RT alan 40 hastanin 15’1 diistik; 25°1 yliksek STAT3
ekspresyonu gostermekte idi. RT’ye ek KT alan 83 hastanin ise 38’i
diisiik; 45’1 yiiksek STAT3 eksprese etmekte idi.

Hem diisiik hem yiiksek STAT3 ekspresyonu gosteren vakalarda, sadece
RT alan hastalarin erken klinik evreye; RT’ye ek KT alan hastalarin ileri
klinik evreye sahip oldugu goriilmiistiir.

Yiiksek STAT3 eksprese eden hasta grubunda, sadece RT alanlarda niikse
kadar gegen siirenin ortalamasi, RT’ye KT eklenen hastalara gore daha
yiiksekti (p= 0,047). Diisiik STAT3 ekprese eden vakalarda da,

istatistiksel olarak anlamli olmasa da, benzer bulgu saptandi. Bu
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18.

baglamda, hem diisiik hem yiiksek STAT3 eksprese eden hastalarda,
RT’ye KT eklenmesinin niikse kadar gecen siireye katki saglamadigi
distintilmiistiir.

Hem diisiik hem yiiksek STAT3 eksprese hastalarda, RT’ye KT
eklenmesinin hastaliksiz sagkalima ve genel sagkalima katkisi

saptanmamuistir.
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8. OZGECMIS
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2018-2022: SBU Ankara Diskap: Yildirim Beyazit Egitim ve Arastirma Hastanesi
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2006-2010: Ankara Gazi Anadolu Lisesi
1998-2006: Beytepe Ilkdgretim Okulu
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Uzmanlik Ogrencisi (2018-2022)
Pratisyen Hekim (2016-2017)
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Mesut Tiglioglu, Ismet Battal, Esra Nur Sahin, Arif Kus, Q fever as a rare cause
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9. EKLER

EK-1: p-STAT3 DATASHEET

abcam

Product datasheet

Anti-STAT3 (phospho S727) antibody [E121-31] ab32143

eannhend RabMAD

7 Abreviews 55 References 12 Images

Overview

Product name Anti-STAT3 (phospho S727) antibody [E121-31]

Description Rabbit monoclonal [E121-31] to STAT3 (phospho S727)

Host species Rabbit

Tested applications Suitable for: ICC/IF, WB, Dot blot, IP, IHC-P

Species reactivity Reacts with: Mouse, Rat, Human
Predicted to work with: Horse, Cow, Macaque monkey 't N

Immunogen Synthetic peptide. This information is proprietary to Abcam and/or its suppliers.

Positive control WB: A431 cell lysate, C6 treated with epidermal growth factor. IP: HeLa cells ICC/IF: A431 cells
IHC-P: human astrocytoma, rat cerebral cortex, mouse liver, and brain astrocytoma tissues

General notes This product is a recombinant monoclonal antibody, which offers several advantages including:
- High batch-to-batch consistency and reproducibility
- Improved sensitivity and specificity
- Long-term security of supply
- Animal-free production
For more information see here.
Our RabMAb® technology is a patented hybridoma-based technology for making rabbit
monoclonal antibodies. For details on our patents, please refer to RabMAb® patents.
We are constantly working hard to ensure we provide our customers with best in class
antibodies. As a result of this work we are pleased to now offer this antibody in purified
format. We are in the process of updating our datasheets. The purified format is
designated 'PUR' on our product labels. If you have any questions regarding this
update, please contact our Scientific Support team.
Mouse: We have preliminary internal testing data to indicate this antibody may not react with this
species. Please contact us for more information.

Properties

Form Liquid

Storage instructions Shipped at 4°C. Store at +4°C short term (1-2 weeks). Upon delivery aliquot. Store at-20°C.

Avoid freeze / thaw cycle.
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Storage buffer

Purity
Clonality

Clone number

Isotype

Applications

The Abpromise guarantee

pH: 7.20
Preservative: 0.01% Sodium azide
Constituents: 59% PBS, 40% Glycerol, 0.05% BSA

Protein A purified
Monoclonal
E121-31

gG

Our Abpromise guarantee covers the use of ab32143 in the following tested applications.

The application notes include recommended starting dilutions; optimal dilutions/concentrations should be determined by the end user.

Application
ICCI/IF

WB

Dot blot
P

IHC-P

Target

Function

Tissue specificity

Involvement in disease

Abreviews Notes

1/500. For unpurified, use 1/100.

1) 1/1000 - 1/10000. Detects a band of approximately 98 kDa
(predicted molecular weight: 88 kDa).
Stimulation may be required to allow detection of the
phosphorylated protein. Please see images below for
recommended treatment conditions and positive controls.

1/1000.
1/60.

(5) 1/250. Perform heat mediated antigen retrieval before
commencing with IHC staining protocol.
See HC antigen retrieval protocols.

For unpurified, use 1/50.

Signal transducer and transcription activator that mediates cellular responses to interleukins,
KITLG/SCF, LEP and other growth factors. Once activated, recruits coactivators, such as NCOA1
or MED1, to the promoter region of the target gene (PubMed:17344214). May mediate cellular
responses to activated FGFR1, FGFR2, FGFR3 and FGFR4. Binds to the interleukin-6 (IL-6)-
responsive elements identified in the promoters of various acute-phase protein genes. Activated
by IL31 through IL31RA. Involved in cell cycle regulation by inducing the expression of key genes
for the progression from G1 to S phase, such as CCND1 (PubMed:17344214). Mediates the
effects of LEP on melanocortin production, body energy homeostasis and lactation (By similarity).
May play an apoptotic role by transctivating BIRC5 expression under LEP activation
(PubMed:18242580). Cytoplasmic STAT3 represses macroautophagy by inhibiting
EIF2AK2/PKR activity.

Heart, brain, placenta, lung, liver, skeletal muscle, kidney and pancreas.

Hyperimmunoglobulin E recurrent infection syndrome, autosomal dominant
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Sequence similarities

Post-translational
modifications

Cellular localization

Images

Autoimmune disease, multisystem, infantile-onset

Belongs to the transcription factor STAT family.
Contains 1 SH2 domain.

Tyrosine phosphorylated upon stimulation with EGF. Tyrosine phosphorylated in response to
constitutively activated FGFR1, FGFR2, FGFR3 and FGFR4 (By similarity). Activated through
tyrosine phosphorylation by BMX. Tyrosine phosphorylated in response to IL6, IL11, LIF, CNTF,
KITLG/SCF, CSF1, EGF, PDGF, IFN-alpha, LEP and OSM. Activated KIT promotes
phosphorylation on tyrosine residues and subsequent translocation to the nucleus.
Phosphorylated on serine upon DNA damage, probably by ATM or ATR. Serine phosphorylation
is important for the formation of stable DNA-binding STAT3 homodimers and maximal
transcriptional activity. ARL2BP may participate in keeping the phosphornylated state of STAT3
within the nucleus. Upon LPS challenge, phosphorylated within the nucleus by IRAK1. Upon
erythropoietin treatment, phosphorylated on Ser-727 by RPS6KAS5. Phosphorylation at Tyr-705 by
PTK®6 or FER leads to an increase of its transcriptional activity. Dephosphorylation on tyrosine
residues by PTPN2 negatively regulates IL6/interleukin-6 signaling.

Cytoplasm. Nucleus. Shuttles between the nucleus and the cytoplasm. Translocated into the
nucleus upon tyrosine phosphorylation and dimerization, in response to signaling by activated
FGFR1, FGFR2, FGFR3 or FGFR4. Constitutive nuclear presence is independent of tyrosine
phosphorylation. Predominantly present in the cytoplasm without stimuli. Upon leukemia inhibitory
factor (LIF) stimulation, accumulates in the nucleus. The complex composed of BART and ARL2
plays an important role in the nuclear translocation and retention of STAT3. ldentified ina complex
with LYN and PAG1.

Purified ab32143 staining STAT3 (phospho S727) in A431 cells by
Immunocytochemistry/ Immunofluorescence. 4% PFA-fixed, 0.1%
Triton X-100 permeabilized A431 (Human epidermoid carcinoma)
cells labelled with ab32143 at 1/500 dilution, followed by Goat anti-
rabbit IgG (Alexa Fluor 488) (ab150077) secondary antibody at
1/400 dilution (green). Confocal image showing nuclear staining on
A431 cell line. The red staining is ab7291 anti-Tubulin (mouse
mADb), followed by Goat Anti-Mouse IgG H&L (Alexa Fluor® 594)
(ab150120) secondary antibody.

Immunocytochemistry/ Immunofluorescence - Anti-
STAT3 (phospho S727) antibody [E121-31]
(ab32143)
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Immunohistochemistry (Formalin/PFA-fixed paraffin-
embedded sections) - Anti-STAT3 (phospho S727)
antibody [E121-31] (ab32143)

< STAT-3 (Phospho pS727)

Copyright (c) 2015 Abcam plc

cpgeme W] <~ STAT-3 (ab32500)
growth factor: +

Westem blot - Anti-STAT3 (phospho S727) antibody
[E121-31] (ab32143)

Immunohistochemical staining of paraffin embedded human
astrocytoma with purified ab32143 at a working dilution of 1/250.
The secondary antibody used is HRP goat anti-rabbit IgG H&L
(ab97051) at 1/500. The sample is counter-stained with
hematoxylin. Antigen retrieval was perfomed using Tris-EDTA
buffer, pH 9.0. PBS was used instead of the primary antibody as the
negative control, and is shown in the inset.

All lanes : Anti-STAT3 (phospho S727) antibody [E121-31]
(ab32143) at 1/5000 dilution (purified)

Lane 1 : C6 treated with epidermal growth factor
Lane 2 : untreated C6 whole cell lysates

Lysates/proteins at 20 ug per lane.

Secondary
All lanes : HRP goat anti-rabbit igG (H+L) at 1/50000 dilution

Predicted band size: 88 kDa
Observed band size: 98 kDa

Blocking buffer: 5% NFDM/TBST
Dilution buffer: 5% NFDM/TBST
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Lo Alllanes : purified

25008 — Lane 1 : A431 treated with epidermal growth factor

150KDa—
100KDa— — STAT-3 (Phospho pS727) Lane 2 : untreated A431 cell lysate
75KDa—

pic

50KDa—
Lysates/proteins at 20 g per lane.
25KDa—
20KDa—
15KDa—

10KDa— Secondary

All lanes : HRP goat anti-rabbit IgG (H+L) at 1/50000 dilution

Copyright (c) 2015 Abcam

B < STAT-3 (ab32500)

oot G Fuitae S H

Predicted band size: 88 kDa

Westem biot - Anti-STAT3 (phospho S727) antibody Observed band size: 98 kDa
[E121-31] (ab32143)

Blocking buffer: 5% NFDM/TBST
Dilution buffer: 5% NFDM/TBST

Immunohistochemical staining of paraffin embedded rat cerebral
cortex with purified ab32143 at a working dilution of 1/250. The
secondary antibody used is HRP goat anti-rabbit IgG H&L
(ab97051) at 1/500. The sample is counter-stained with
hematoxylin. Antigen retrieval was perfomed using Tris-EDTA
buffer, pH 9.0. PBS was used instead of the primary antibody as the
negative control, and is shown in the inset.

Immunohistochemistry (Formalin/PFA-fixed paraffin-
embedded sections) - Anti-STAT3 (phospho S727)
antibody [E121-31] (@b32143)
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Immunohistochemistry (Formalin/PFA-fixed paraffin-
embedded sections) - Anti-STAT3 (phospho S727)
antibody [E121-31] (ab32143)

Immunocytochemistry/ Immunofiuorescence - Anti-
STATS3 (phospho S727) antibody [E121-31]
(ab32143)

Immunohistochemical staining of paraffin embedded mouse liver
with purified ab32143 at a working dilution of 1/250. The secondary
antibody used is HRP goat anti-rabbit IgG H&L (ab97051) at 1/500.
The sample is counter-stained with hematoxylin. Antigen retrieval
was perfomed using Tris-EDTA buffer, pH 9.0. PBS was used
instead of the primary antibody as the negative control, and is
shownin the inset.

Immunocytochemical/lmmunofluorescence analysis of untreated,
EGF treated and EGF + LP treated A431 cells labelling STAT3
(phospho S727) with ab32143 (left) and STAT3 with ab32500
(right) both at a dilution of 1/500.

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde and permeabilized with
0.1% Triton X-100. Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor®488)
(ab150077) (1/1000) was used as the secondary antibody (green).
DAPI (blue) was used as the nuclear counterstain. Anti-alpha
Tubulin antibody [DM1A] - Microtubule Marker (Alexa Fluor® 594)
(ab195889) (1/200) was used as a counterstain (red).

The green staining was increased and translocated from the
cytoplasm into the nucleus in the EGF (ab9697 100ng/ml, 10min)
treated A431 cells when compared with A431 cells without
treatment. After LP treatment, the green signal was decreased. For
the pan antibody, there was no great difference after EGF
(100ng/ml, 10min) or EGF (100ng/ml, 10min) + LP treatment.
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5ng
1ng

0.1ng

Copyright (¢) 2016 Abecam ple

0.01ng

Dot Blot - Anti-STAT3 (phospho S$727) antibody
[E121-31] (ab32143)

BB

PPy 2P B B

Westem blot - Anti-STAT3 (phospho S727) antibody
[E121-31] (2b32143)

Immunohistochemistry (Formalin/PFA-fixed paraffin-
embedded sections) - Anti-STAT3 (phospho S727)
antibody [E121-31] (ab32143)

Dot Blot analysis of Lane 1: STAT3 (pS727) phospho peptide and
Lane 2: STAT3 non-phospho peptide labeling STAT3 (phospho
S727) withab32143 at 1/1000 dilution (0.009 pg/ml). 5% NFDM
/TBST was used as the diluting and blocking buffer and
concentration. ab97051, Goat Anti-Rabbit IgG, (H+L), Peroxidase
conjugated was used as the secondary antibody at 1/100,000
dilution. Exposure time: 10 seconds.

All lanes : Anti-STAT3 (phospho S727) antibody [E121-31]
(ab32143) at 1/1000 dilution (unpurified)

Lane 1 : A431 cell lysate
Lane 2 : A431 + EGF cell lysate

Predicted band size: 88 kDa
Observed band size: 98 kDa

IHC-P analysis of brain astrocytoma using unpurified ab32143 at
1/50 dilution.

Perform heat mediated antigen retrieval before commencing with
IHC staining protocol.
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1. iz, 3 ab32143 (purified) at 1/60 dilution (2.594 ug/ml)

input —_+ - immunoprecipitating STAT3 in HeLa whole cell lysate.
250 kD@ ==
:gg g: -3 Lane 1 (input): HeLa (human cervix adenocarcinoma epithelial cell)
7510 — whole cell lysate 10ug
:: za & . Lane 2 (+): ab32143 & HeLa whole cell lysate
=
Lane 3 (-): Rabbit monoclonal IgG (ab172730) instead of ab32143
25KDa = <
20 kDA == in HeLa whole cell lysate
15kDa == g
- For western blotting, ab32143 at 1/500 and VeriBlot for IP
.- 5

secondary antibody (HRP) (ab131366) was used at 1/1000 dilution.

Blocking and diluting buffer: 5% NFDM /TBST.
Immunoprecipitation - Anti-STAT3 (phospho S727)

antibody [E121-31] (ab32143)

‘Why choose a
recombinant entibody?

@ O

Researchwith  Long-term and

confidence scalable supply
Consistent and Recombinant
reproducible results technology

O

Success from the Ethical standards

first experiment compliant
Confirmed Animal-free
specfficity production

Anti-STAT3 (phospho S727) antibody [E121-31]
(ab32143)

Please note: All products are "FOR RESEARCH USE ONLY. NOT FOR USE IN DIAGNOSTIC PROCEDURES"

Our Abpromise to you: Quality guaranteed and expert technical support

e Replacement or refund for products not performing as stated on the datasheet
e Valid for 12 months from date of delivery
e Response to your inquiry within 24 hours

e We provide supportin Chinese, English, French, German, Japanese and Spanish
e Extensive multi-media technical resources to help you

e We investigate all quality concerns to ensure our products perform to the highest standards

If the product does not perform as described on this datasheet, we will offer a refund or replacement. For full details of the Abpromise,
please visit https:/Mmww.abcam.com/abpromise or contact our technical team.
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