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TURKCE OZET

AMAC: Lubricin/Proteoglikan- 4, bag dokularin kayganligini arttirarak hareket
sirasinda yirtilma ve siirtlinme kuvvetlerine daha 1yi dayanmalarimi saglar. Ayni sekilde
vokal kordlarda da kayganlastirict olarak etki ettigi, fonlama ile iligskili hasar
simirlandirdigr ve vokal kord icindeki viskoziteyi azaltarak vokal verimi arttirdig:
diistiniilmektedir. Sigara dumanina maruz kalmanin vokal kordlar iizerinde yikic
etkilerinin var oldugu acikca kanitlanmistir. Literatiirde benzeri olmayan bu ¢alismada,
sigara dumanina maruziyetin vokal kordlardaki lubricin/proteoglikan-4 seviyesine etkisi,

kontrol grubu ile immunohiskimyasal olarak birbiriyle karsilastirilmas1 amaglandi.

GEREC VE YONTEM: Calisma 01.04.2021 ile 01.05.2021 tarihleri arasinda
Acitbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Merkezi
laboratuarinda gergeklestirildi. 16 adet tamami disi Wistar albino sigan iizerinde yapildi.
Sicanlar, kontrol ve sigara dumanina maruz birakilan grup (deney grubu) olarak iki
gruba ayrildi. Her grupta 8 sican bulunuyordu. Kontrol grubuna herhangi bir
medikasyon ve maruziyet uygulanmadi. Deney grubu 30 giin boyunca 6gleden once ve
6gleden sonra olmak iizere iki farkli saat diliminde, birer saat boyunca kesintisiz sigara
dumanina maruz birakildi. Daha sonra diseke edilen larenks dokularindaki histopatolojik
degisiklikler hematoksilen eosin ile boyanarak degerlendirildi. Orneklerdeki lubricin
yogunlugu ve yaygimligr ise anti-Lubricin/proteoglycan 4, clone 9G3 monoklonal

antikor kullanilarak immiinohiskimyasal boyama ile degerlendirildi.

BULGULAR: Elde edilen bulgular cer¢evesinde deney grubundaki mukozal
mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu (p<0,05), kord epitelinde skumodz metaplazi
(p<0,05) ve lubricin boyanma yogunlugu (p<0,05) kontrol grubu ile karsilastirilmistir ve

iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir. Deney
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grubu igerisinde skuamoz metaplazi gozlenen denekler karsilastirildiginda rastlantisal

olarak lubricin boyama yayginliginin azalmis oldugu izlendi.

SONUC: Cevresel sigara dumaninin deney hayvanlarinin vokal kordunda
histopatolojik patolojik degisikliklere yol agtigini gdzlemlendi. Immunohistokimyasal
incelemede ise sigarayla maruziyetin vokal kordlarda ve diger larengeal dokularda

lubricin/proteoglikan-4 yayginliligini azalttig izlendi.

Anahtar kelimeler: lubricin, proteoglikan-4, sigara dumani, vokal kord, si¢an
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ABSTRACT

AIM: Lubricin/Proteoglycan-4 increases the lubricity of connective tissues, enabling
them to better withstand shear and friction forces during movement. Likewise, it is
thought to act as a lubricant on the vocal folds, limit the damage associated with
phonation, and increase vocal efficiency by reducing the viscosity in the vocal fold. It
has been clearly demonstrated that exposure to cigarette smoke has devastating effects
on the vocal cords. In this study, which is unique in the literature, the effect of exposure
to cigarette smoke on the level of lubricin/proteoglycan-4 in the vocal cords was

compared with the control group immunohistochemically.

MATERIALS AND METHODS: The study was carried out between 01.04.2021 and
01.05.2021 in Acibadem Mehmet Ali Aydinlar University Experimental Animals
Research Center laboratory. It was performed on 16 all-female Wistar albino rats. The
rats were divided into two groups as the control group and the group exposed to cigarette
smoke (experimental group). There were 8 rats in each group. No medication or
exposure was applied to the control group. The experimental group was exposed to
uninterrupted cigarette smoke for one hour in two different time zones, in the morning
and in the afternoon, for 30 days. Then, the histopathological changes in the dissected
larynx tissues were evaluated by staining with hematoxylin-eosin. Lubricin density and
prevalence in the samples were evaluated by immunohistochemical staining using anti-

Lubricin/proteoglycan 4, clone 9G3 monoclonal antibody.

RESULTS: Within the framework of the findings obtained, mucosal mononuclear
inflammatory cell infiltration (p<0.05), scumous metaplasia in the cord epithelium
(p<0.05) and lubricin staining intensity (p<0.05) in the experimental group were
compared with the control group. It was determined that there was a statistically

significant difference between the two groups. When the subjects with squamous

viii



metaplasia in the experimental group were compared, it was observed that the

prevalence of lubricin staining was decreased randomly.

CONCLUSION: It was observed that environmental cigarette smoke caused
histopathological pathological changes in the vocal cords of experimental animals. In the
immunohistochemical examination, it was observed that exposure to smoking decreased

the prevalence of lubricin/proteoglycan-4 in vocal cords and other laryngeal tissues.

Keywords: lubricin, proteoglycan-4, cigarette smoke, vocal cord, rat
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1. GIRIS VE AMAC

Sigara kullanimima bagli olarak bes milyona yakin insan her sene hayatim
kaybetmektedir. Oniimiizdeki on yil igerisinde bu saymin 8 milyonu bulmasi tahmin
edilmektedir (1). Sigara dumani, tiitliinlin yanmasi ortaya ¢ikan igerisinde karsinojenik,
toksik ve mutajenik alan kimyasal yapilar igerir (2). Ayrica irritant yapilar ve

kardiyovaskiiler toksik 6geler de mevcuttur (3).

Sigara dumanimi iki farkli sekilde tanimlayabiliriz. Sigara i¢enin maruz kaldigi
ana akim dumani ve sigaranin yanmasiyla olusan yan akim dumani. Yan akim
dumaninda yanma 1s1s1 diisiikliigii kaynakli ana akim dumanina gére kimyasal madde
miktar1 fazladir (4). Ornegin hayvanlar i¢in karsinojen oldugu gdsterilmis olan N-
nitrosodimethylamine yan akim dumaninda ana akim dumanina gore 20-100 kat daha

fazla bulunmaktadir (5).

Her kapal1 ortamda sigaraya maruziyet olusabilir. Ortamda sigaraya maruz kalma
durumu sigara igen kisi sayisi, tiiketilen sigara sayisi, odanin biyiikligi ve
havalandirmas: ile sigaraya maruz kalman siireyle iliskilidir (6). Cevresel sigara
dumanina maruziyet ile insanlarin solunum sistemi olmak iizere bir¢ok sistemi etkilenir

(6,7).

Larenks kanserlerinin % 95’1 sigara kullanimi ile birliktedir ve alkol kullanimiyla
bu oran artmaktadir. Cevresel sigara dumani, sigara i¢enler kadar olmasa da daha az
oranda larenks kanserinin beklenen sebebi olabilir (8). Larinks, sigara dumanina maruz
kaldiktan sonra histopatolojik degisikliklere en duyarli organlardan biri olarak kabul
edilir. Psodostratifiye epitelde doza bagh yaygin skuamdz metaplazi ve epiglotun

tabaninda skuamoz hiperplazi olugsmasi ¢aligsmalarda gosterilmistir (9).

Sinoviyositler ve yiizeysel bolge kondrositleri tarafindan iiretilen lubricin,
proteoglikan 4 (PRG4) geninin bir iirliniidiir (10). Bir proteoglikan olarak bilinen
lubricin, eklem kikirdag: icin kritik bir eklem kayganlastirict olarak islev goren ve

normalde sinovyal sividan izole edilen bir glikoproteindir (11). Literatiirde yapilan



calismalarda lubricin maddesinin immiinohistokimyasal olarak tendon, meniskiis, bag,
kas, deri ve intervertebral diskte varligmi gostermistir (12). Bu molekiil kikirdak
asinmasini ve sinovyal hiicre yapismasii ve proliferasyonunu onlemede 6nemli bir

koruyucu role sahip oldugu kabul edilmektedir (10).

Arastirmamizin temelini aldig1 ¢calismada, vokal kordlarda lubricin/proteoglikan -
4 maddesi yeni tanimlanmistir. Bu maddenin kayganlastiric1 olarak etki ettigi, fonlama
ile iligkili hasar1 smirlandirdigi ve vokal kord igindeki i¢ siirtinmeyi (viskoziteyi)

azaltarak vokal verimi arttiracagi diistiniilmektedir (13).

Sigara dumanina maruz kalmanin vokal kordlar epitelinde 6nemli morfolojik ve

patolojik degisiklere neden oldugu onceki ¢alismalarda ortaya ¢ikmustir (14,15).

Bu histopatolojik degisikliklere neden olabilmesinin yaninda vokal kordlarda yer
alan kayganlastiric1 etkisi oldugu disiiniilen lubricin/proteoglikan -4 seviyesini de
azaltabilir.

Vokal kord iizerinde sigara dumani maruziyetinin lubricin/proteoglikan -4
diizeylerini etkilemesi seklinde sonu¢ alinmasi durumunda, ileri asamalardaki
calismalarda bu biyokimyasal yapinin diizeyini arttirmanin ya da azaltmanin vokal
kordun bening, premalign lezyonlarim1 ve maligniteyi azaltict yonde uygulamalarin

olabilecegi 6ngdrmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. SIGARA

[nsanligin 6nemli saghk problemi ve &liim sebeplerinden birisi sigaradir.
Yaklagik 1 milyar erkek ve 250 milyon kadinin sigara kullandig: diistiniilmektedir. 2025
yilinda 10 milyonu gececegi tahmin edilmektedir. Sigara, diinyada her yil 4 milyon
kisinin, giinde 11 bin veya diger bir ifade ile her saniyede bir kisinin oliimiinden

sorumludur (16).

2.1.1. Sigaramn Icerigini Olusturan Ogeler

Sigara “Nicotina Tabacum” denilen bitkinin yapraklarininin kurutulup belirli bir
yol izlenmesiyle olusturulur. Sigara ve dumaninda 4000’den fazla kimyasal madde
bulunmaktadir. Bunlardan 43’iiniin karsinojen oldugu bilinmektedir. Sigara dumani gaz
ve partikiiler faz olarak iki fazda incelenir. Bu fazlarin icerdigi kimyasal maddelerden

bazilar1 Tablo 2.1° de gosterilmistir (17).

Tablo 2.1: Sigara Dumaninda Bulunan Bazi1 Gaz ve Partikiiler Faz Komponentleri

Gaz Faz1

Partikiiler Faz

Karbon Monoxide
Karbon Dioxide
Formaldehyde

Acrolein

Acetone

Pyridine
3-vinylpyridine
Hydrogen cyanide Benz(a)anthracene
Nitrogen oxides
Ammonia
N-nitrosodimethylamine
N-nitrosopyrolidine

Nicotine

Phenol

Catechol

Aniline

Nickel

2-toluidine

2-naphthylamine

2-naphthylamine

Benzo(a)pyrene
Qunoline

N-nitrosonornicotine

N-nitrosodiethanolamine




Serbest radikaller gaz faz igerisinde da c¢ok gozlenmektedir. Gaz fazdaki
radikaller kisa Omiirliidiir (18). Nikotin, tiitiiniin yapraklarinda bulunan sivi, renksiz,
ucucu, suda ¢oziinebilen, kuvvetli alkali (pKa=11) 6zelligi olan ve santral sinir sistemine
hizla gegebilen lipofilik bir alkaloiddir (19). Viicuda alinan nikotinin ¢ok az1
degismeden idrarla atilirken kalan biiyiik miktar1 karacigerde metabolize edilir. Nikotin,
nikotinik reseptorlere etki eder. Bu reseptorlerin norotransmitteri asetilkolindir.

Nikotinik reseptorlerin ¢ok sayida ve fazla olmasi nedeniyle etkileri yogundur (20).

2.1.2. Toplumda Sigara

Tiitiin ve sigara tiiketimi Diinya Saglik Orgiitii tarafindan salgin hastalik olarak
tanimlanmaktadir (1). Her sene yaklagik 600 milyon sigara iiretilmekte ve diinya
iizerinde 1.2 milyar insanin sigara tiikettigi bildirilmektedir. Diinya {izerinde sigara

tiiketenlerin sayisinin, 2030 senesinde 2 milyara erisecegi diisiiniilmektedir (21).

Gelismekte olan devletlerde sigaraya baslama yasi 12-16’dir (22). Gelismis
devletlerde 13-15 yaslar1 arasindaki kisilerde sigara tiiketme oraninin % 10-33 arasinda
oldugu belirtilmistir (23). Eriskin sigara tiiketicilerinin % 80’inden fazlas1 18 yasindan
evvel baslamaktadir (24).

Ulkemizdeki yapilan arastirmalarda ortalama sigara kullanimi baslangici 11-18
yas arasinda belirlenmistir (25). 2006 senesinde yapilan ‘Tirkiye Aile Yapist
Arastirmas1’ sonuclarinda ise yetiskinler genelinde %33,4; erkeklerde %50,6 ve

kadinlarda 9%16,6 oraninda siagara kullaniminin oldugu belirlenmistir (26).

2.1.3. Cevresel Sigara Dumani
Cevresel sigara dumani (CSD), baskalarinin ictigi tiitlin ve tiitin mamullerinden
otiirt kisinin istegi disinda dumana maruz kalmasi durumudur (20,27). Sigara iki farkl

duman olusturur, birincisi sigara icenin ¢ikardigi sigara dumami ki buna ana akim



dumani (main stream smoke-ana akim dumani), ikincisi ise sigaranin yanmasiyla olusur
buna ise yan akim dumani (side-stream smoke-yan akim dumani) denir (3). Sigara
icerigindeki 4000’den fazla zararli madde, yaklasik 400 bileseni olusturmakta ve bunlar

ana akim dumani ve yan akim dumaninda bulunmaktadir (20).

Cogu icerik hem ana akim dumaninda hem de yan akim dumaninda olmasina
ragmen, bazi bilesenlerin salinim orani yan akim dumaninda ana akim dumanina gore
daha yogundur. Yan akim dumani ortaya ¢ikarken yanma 1sis1 daha diisiik oldugu i¢in
ana akim dumanmna gore cok daha fazla kimyasal maddeye sahiptir. Ana akim
dumaninda nikotin partikiil fazindayken, ¢evresel sigara dumaninda siv1 faza ge¢cmistir

(28).

CSD’de baz1 akut saglik sorunlar tetikleyen, toksin ve irritantlar bulunmaktadir
(20). Cevresel sigara dumanina maruziyet ile; akciger, sinonazal, mesane ve mem gibi
organlarda kanser orani artmaktadir. Bununla birlikte solunum yolu hastaliklar1 ve

kardiyovaskiiler hastalik orani ytlikselmistir (28).

Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanliginin yiiriittiigli “Ulusal Tiitlin Kontrol
Programi ve Eylem Plan1” ‘ndaki diizenlemeye gore CSD ile ilgili sorumluluklar

belirlenmistir (27).

2.2. LARENKS

Larenks iist solunum yolunun bir bdliimiidiir. Boynun 6n orta kisminda hiyoid
kemigin altinda bulunur (Sekil 2.1). Kikirdak iskeletini epiglot, tiroit, krikoid, aritenoid,
kornikulat ve kuneiform kikirdaklar yapar. Cevresindeki yapilara ligaman, membran ve
kaslarla tutunmustur. Eriskinde 3. ve 6. servikal vertebralar arasinda bulunur. Yeni

dogan ¢ocuklarda ise 1. ve 4. servikal vertebralar arasindadir (29).
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Sekil 2.1: Larenks Anatomisi- John Wiley & Sons(2000)

2.2.1. Larenks Embriyolojisi

Larenks epiteli larengotrakeal tiibiin kranyal ucunun endoderminden olusur.
Larenksin kikirdaklar1 dordiinci ve altinci brankial arklardan gelisir. Larengeal
kikirdaklar noral krista hiicrelerinden kdken alan mezenkimden gelisirler. Larengeal
kaslar farengeal arklarin dort ve altinci ¢iftlerindeki myoblastlardan gelisir.
Embriyolojik olarak supraglottik bolge, iiciincii ve dordiincii brankiyal arklardan gelisir.

Glottik ve subglottik bolgeler ise altinci brankiyal arktan gelisir (30).

2.2.2. Larenks Histolojisi

Epiglottisin lingual ylizeyi ve larengeal yiizeyin iist kism1 nonkeratinize ¢ok katli
yasst epitel ile ortiiliidiir. Yass1 epitel, epiglottisin inferior larengeal kisminda solunum
tipi epitel ile birlesir. Solunum tipi epitel yalanci vokal kordlari, ventrikiilii ve subglottisi
de ortmektedir. Ger¢ek vokal kordlar nonkeratinize ¢ok katli yassi epitel ile doselidir
(31,32). Sigara tiiketen kisilerde larenksteki silyali solunum tipi epitel genelde yassi
epitel ile yer degistirebilmektedir (31,33,34).

Larenksin solunum epiteli yalanct ¢ok katl silyali kolumnar tiptedir. Silyali

epitel yalanct vokal kordlar, ventrikiil ve subglottiste bulunmaktadir. Larenkste



parakeratozis beklenmez ancak sigara gibi maddelere maruziyet parakeratozis

odaklarina olusturabilir (34).

Cok katli yass1 epitel ylizeyi altinda ince bir lamina propria bulunur. Burada
glandlar, lenfoid doku ve vaskiiler yapidan yetersiz yogun bir bag dokusu izlenir.
Lamina propria altinda vokal ligamenti olusturan elastik lifler ve bu liflere paralel olarak

vokal kordlarin gerilimini diizenleyen vokal kaslar izlenir (Sekil 2.2) (32).

Soccule

False Cord

Seromucinous Glond

Free Maorgin of
True Cord

Elostic Cone

vocal Muscle

Sekil 2.2: Larenksin mikroskopik anatomisinin goriintiisii- Mills(1997).

Reinke bolgesi yassi epitel tabani ile vokal ligament arasinda kalir. Bu bolge
kapiller ve lenfatiklerden yoksundur. Larenkste yaygin olarak serdmiisindz glandular

vardir ve bunlar duktuslar araciligiyla epitel ile baglantilidir (31,34).



2.2.3. Larenkste izlenen Reaktif ve Prekanseréz Epiteliyal Tanimlamalar
Metaplazi: Olgun bir hiicrenin yerini diger bir olgun hiicre tipinin geri

doniisiimlii olarak almasidir.
Hiperplazi: Hiicre sayisindaki artig ve mukozal epitelin kalinlagmasidir.

Skuamoz hiperplazi: Maligniteye ilgili sitolojik degisiklik gostermeyen, skuamoz

epitelin asir1 olarak reaktif ve reparatif bliylimesidir.
Keratozis: Mukoza epitelinde keratohyalin graniillerinin gézlenmesidir.

Parakeratozis: Mukoza epitelindeki keratin tabakasinin ig¢inde nucleus olmasi

durumudur.

Diskeratozis:  Epitel hiicrelerin anormal keratinizasyonudur. Displastik

lezyonlarda ve karsinomlarda goriiliir.
Koilositozis: Skuamoz hiicrelerdeki sitoplazmik vakuolizasyonu belirtir.

Displazi: Hiicre morfolojisinde malignite tarafina degisimi gosteren durumdur ve

anormal hiicre gelisimini yansitir (32).

2.2.4. Larenks Anatomisi

Larenks Kikirdaklar

Larengeal yapi tiroid, krikoid ve epiglot kikirdaklardan meydana gelir. Bir ¢ift
aritenoid kikirdigin disinda, kiineiform (Wrisberg), kornikulat (Santorini) ve sesamoid

kikirdak g¢iftleri yapida bulunur (30).
Tiroid Kikirdak

Hyalin yapidadir, larenksin en biiyiik kikirdagidir. iki adet laminadan olusur.
Laminalarin dis tarafinda, tirohiyoid, sternotiroid ve inferior konstriktor kaslarin

yapistig1 Linea obliqua adi verilen hat bulunur (35).



Tiroid kikirdagin i¢ ve dis yiizii, perikondrium ile doselidir. Tiroid kikirdagin {ist
kenarina tirohiyoid membran, alt kenarina krikotiroid membran ve ligament yapisir. Bu
ligament kan damarlari, lenfatik damarlar igerir ve larengeal kanserlerin yayilmasinda

onemli bir bariyerdir (36).
Krikoid Kikirdak

Halka seklinde, hyalin yapida bir kikirdaktir. Hava yolunu tamamen cevreler ve
larenks i¢in 6nemli koruyucu dgesidir. Ust yiizeyinde aritenoid kikirdakla eklem yapar.

Krikoaritenoid eklem sinoviyal eklemdir. Disa ve ice rotasyon hareketleri yapar (35).
Epiglot

Yaprak seklinde, fibroelastik kikirdaktir. Yan kenarlar1 ariepiglottik kivrim ile
aritenoid kikirdaga ve on yiizii hiyoepiglottik ligament ile hiyoid kemige tutunur.
Epiglotun iist kenarimi doseyen mukoza ile dil kokii mukozasi arasinda lateral ve median
glossoepiglottik plikalar izlenir. Fonksiyonu yutulan seylerin larenkse kagmasini

engellemektir (37).
Kornikulat kikirdaklar (Santorini kikirdag)
Iki adettir. Aritenoid kikirdagin apeksi ile eklem yaparlar (36).
Kuneiform kikirdaklar (Wrisberg kikirdagi)
Ariepiglottik kivrim i¢inde bulunur ve pasif destek saglarlar (36).
Larenksin Kaslari
e Ekstrensek Kaslar

Larenksin hareketini ve fiksasyonunu saglarlar. Ekstrensek kaslar fonksiyonel

olarak iki grupta degerlendirirler.

Elevatorler: M. Geniohyoideus, M. Digastricus, M. Mylohyoideus, M.

Stylohyoideus. 5, 7 ve 9. sinirler tarafindan innerve edilirler.



Depresorler: M. Sternohyoideus, M. Thyrohyoideus, M. Omohyoideus, M.

Sternothyroideus. Ansa hipoglossi tarafindan innerve edilirler (36).
e Intrensek Kaslar
Interaritenoid kas disinda ikiser tanedirler (35).

Krikotiroid kas: Larengeal kikirdaklarin dis yilizeyindeyer alir. Oblik parcasi
aritenoidi geriye ¢eker ve vokal kordu uzatir. Diger parcasi krikoid kikirdag siiperior ve

laterale yonlendirir (35).

Posterior krikoaritenoid kas: Krikoid kikirdagin arkasindan aritenoid
kikirdagin muskuler kismina uzanir. Bu kas aritenoid kikirdaklari laterale dondiiriilerek,

vokal kordlarin abdiiksiyonunu saglar (36).

Lateral krikoaritenoid kas: Posterior krikoaritenoidin ana antagonistidir.

Kasilmasi ile muskiiler kisim 6n ve laterale ¢ekilir. Boylece kordu addiikte eder (35).

Interaritenoid kas: Bir adet bulunur. Vokal kordlara adduksiyon yaptirir. Bu
kas rekiirren larengeal sinirle bilateral olarak innerve edilir. Ayn1 zamanda, superior

larengeal sinirden de motor dallar alir (35).

Tiroaritenoid kas: M. vocalis (thyroarytenoideus internus) ve M.
thyroaritenoideus externus olarak ayrilir. Tiroaritenoid kas, aritenoidi one ¢ekip igeriye
cevirir. Krikotiroid ve posterior krikoaritenoid kasin antagonistidir. Bu kas vokal

kordlara adduksiyon yaptirir. Fonasyon i¢in en 6nemli kastir (35).
Larenksin Baglan

Thyroepiglottic bag: Epiglot ile tiroid kikirdak arasindaki baglantiy1 saglar.

Hyoepiglottic bag: Hiyoid kemik ile epiglotun lingual yiiziinii birlesitirir.

Stylohyoid bag: Temporal kemikten hiyoide uzanir.

Pharyngoepiglottic bag: Farenksin yan duvarlariyla epiglot arasinda uzanir.

Ventrikiiler bag: Ventrikiiler bandin serbest kenarin1 meydana getirir.
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Krikotrakeal bag: Krikoid alt kenarindan trakeanin birinci halkasinin {ist kenarina

uzanir (36).
Larenksin Membranlari

Tirohiyoid membran: Inferiorda tiroid kikirdagin iist kenarina ve iist kornunun

On yliziine, siiperiorda ise hiyoid kemigin korpusuna ve biiyiik boynuzuna yapisir (36).

Kuadrangiiler membran: Epiglotun lateralinden aritenoide uzanir. Supraglottik
larenksi paraglottik alandan ayrir. Ustte ariepiglottik plika, altta ventrikiiler ligament

yaparak sonlanir (37).

Konus elastikus (Triangiiller Membran): Krikoid kikirdak {ist kenarindan,
onde tiroid kikirdak alt kenarina, arkada ise aritenoid kikirdagin vokal ¢ikintisina uzanir.

Kenarlar serbesttir, medial ve lateral yiizleri kalinlagip vokal ligamenti olusturur (37).
Larenksin Potansiyel Bosluklari
Reinke Boslugu

Vokal kord mukozasinin altinda yer alan, fibroz yapilardan zayif subepitelyal bag

doku tabakasidir.
Preepiglottik Bosluk

Ustte vallekula mukozast ve hiyoepiglottik ligament, arkada epiglot ve
tiroepiglottik ligament, 6nde tirohiyoid membran ve tiroid laminanin i¢ yiizli olusturur.

Yanlarda paraglottik boslukla devam eder.
Paraglottik Bosluk

Ventrikiil lateralindeki kalan bolgedir. Dista kanatlar, inferomedialde konus
elastikus, medialde larengeal ventrikiil, siiperomedialde ise kuadrangiiler membran ile

sinirhidir (Sekil 2.3) (38).
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Ariepighomik ligameni
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Larieral tirssstonoid kas

LG
Tiroid kluridak SUPRAGLOTTIE ROLGE

Enmsdangiiler membcan

(st Emnaritenaid ligamen

Heinke boghau

AL throarnend e ; } X 1 'I'IL’LH_LUI.(}TIE
iwokal ligament) il B 1 BOLGE

GLOTTIK
BOHLGE

Mirdiad lirrarienid ke —_
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Sekil 2.3: Larenks bélgeleri ve bosluklari- Hizalan (2003)

Larenksin internal Anatomisi

Larenks iki miikoz membranla (yalanci ve gercek vokal kordlarla) ii¢ boliime

ayrilir.

Vestibiil: Anteriorda epiglot posterior yliizii, posteriorda aritenoid kikirdaklar
arasindaki internal ve lateralde ariepiglottik foldlarin i¢ yiizli ve yalanci kordlarin iist

sinir1 tarafindan sinirlanir.

Ventrikiil (Siniis Morgagni): Yalanci ve gercek vokal kordlar arasindaki
girintidir.
Subglottik Bosluk (infraglottik Kavite): Glottisten krikoid kikirdagin

inferioruna dogru uzanir.

Yalanci1 Kordlar (Ventrikiiler Bantlar): Larengeal kavitede her iki horizontal

foldun st siniridir (37).
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Gercek Kordlar (Vokal Kordlar): Vokal kord aritenoidin vokal prosesi ile 6n
komissiir arasinda uzanan yapidir. Vokal kordlar yapisal olarak 3 bélimden olusur.
Bunlar sirasiyla epitel, lamina propria ve vokal kastir. Bu boliimler govde ortii
konseptine gore ayrilabilir. Yiizey dosemesi ortiicii epitel ve lamina proprianin jelatindz
tabakalarindan olusur. Bunun alt1 ise vokal kastan olusur. Aralarinda lamina proprianin
intermediate (elastik) ve derin (kollajendz) tabakalarindan olusan bir gegis bolgesi
bulunur. Yiizey ortiisii vokal kordlarin titresim aktivitesinden biiyiik oranda sorumludur

(35).
Larenksin Kanlanmasi

Arteriyel Vaskiilarizasyon: Larenksin arteryel kanlanmasi stiperior ve inferior
larengeal arterlerden olusur. Superior tiroid arterin dali olan siiperior larengeal arter,
larenkse girmeden dnce infrahiyoid ve krikotiroid olmak iizere iki dala ayrilir. inferior
larengeal arter, inferior tiroid arterin bir dalidir. Bu arter subklavian arterin tiroservikal

trunkusunun dalidir (36).

Venoz Vaskiilarizasyon: Larenksin vendz damarlar1 siiperior ve inferior
larengeal venlerdir. Arterlere parallel seyrederler. Siiperior ve inferior tiroid venlere

acilirlar. Bunlar da intenal juguler vene bosalirlar (36).

Lenfatik Dolasim: Larenkste lenfatik kanallar ylizeyel (intramukozal) ve derin
(submukozal) olarak seyrederler. Supraglottik bolgedeki lenfatiklerde, iki taraf birbiri ile
iligkilidir, iist ve orta juguler lenf nodlarina drene olur. Glottik bdlgede kordlarin
membrandz parcast lenfatik ag acisindan zayiftir. Subglottik bolgede iki gesit drenaj
yolu bulunur. Biri pretrakeal ve oradan da orta derin juguler nodlara uzanir. Digeri,

paratrakeal, trakeo6zofageal nodlara gider (36).
Larenksin Innervasyonu

Larenks motor ve sensitif uyarimini N. vagustan alir. N. vagus, siiperior laringeal
ve inferior laringeal sinirler olmak {izere larenkse dallar yollar. N. Laryngeus superiorun
internal ve eksternal dali mevcuttur. Internal dal hirohiyoid membrane deler larenksin

supraglottik bolgesinin duyusunu alir. Eksternal dali M. Cricothyroideus’un motor
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dalidir. N. Laryngeus inferior (Nervus recurrens) n. vagustan ayrildiktan sonra solda
arkus aortayi, sagda ise subklavian arteri caprazlayarak yukariya yonelir. Anterior dal
motor lifler igerirken posterior dal duyusal lifler igerir. Larenksin kord vokal altindaki
kisminin duyusunu ve m. cricothyroideus disinda kalan internal larenks kaslarinin motor

uyarimindan sorumludur (37).

2.2.5. Sican Larenks Anatomisi
Larenks kikirdaklari, inspirasyon esnasinda kollapsi onler ve larenksin seklini

korur.
Alt1 adet kikirdaktan meydana gelir.
1. Epiglot
2. Tiroid kikirdak
3. Krikoid kikirdak
4. Aritenoid kikirdaklar
5. Kuneiform kikirdaklar

6. ‘U’ seklinde kartilaj: Aritenoid kikirdaklarin diizeyinde, larengeal liimenin 6n duvari

girisinde yer alir (39).

2.2.6. Sican Larenks Histolojisi

Larenksin 151k mikroskobi ile incelenmesinde 5 tip epitel goriiliir. Bunlar ¢ok
katl skuamoz, skuamoid, yalanci ¢cok katli solunum ve yalanci ¢ok kath kiibik epitelin
iki formudur. Epiglotta biliylik oranda, aritenoid seviyesinin iizerinde, lateral
ventrikiillerin i¢inde ve dorsal bolgede ¢ok katli skuamodz epitel bulunur. Vokal
kordlarda ince bir skuamoz epitel yer alir. Epiglot inferiorunun ventrolateral bolgesinde

solunum epitelinden olusan bolgeler bulunmaktadir. Solunum epiteli, aritenoid seviyesi
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i¢ yiizeyi boyunca ve vokal kordlarin kaudalinde mevcuttur. Yalanci ¢ok kath kiibik

epitel ise yassi ve solunum epitelinin arasinda bir gegis bolgesinde mevcuttur (40).

2.3. LUBRICIN (PROTEOGLIKAN-4)

Pre-genomik c¢agda kesfedilen lubricin, David Swann tarafindan ilk olarak
"kayganlastirict glikoprotein 1" olarak adlandirilmistir (11). Lubricin, hyaluronidaza
maruz birakilan sinoviyal sividan saflastirilan ~ 227 kDa'lik genis Ol¢liide O-baglh

glikoprotein olarak tanimlanmistir (41).

Lubricin, ilk olarak sinoviyal sividan izole edilmis ve eklem kikirdaginin
kayganligini sagladigi belirlenmistir (12).  Lubricin, megakaryosit uyarict faktor
(MSF) ile karsilagtirarak, insan sinoviyal fibroblastlar tarafindan MSF gen

ekspresyonunun bir {irtinii oldugu bulunmustur (42).

Lubricin, proteoglikan 4 (PRG4) olarak adlandirilir. PRG4 geninin ifadesi ayrica
akciger, karaciger, kalp ve kemikte de gozlenmistir (43). Lubricin / PRG4 ayrica idrar,

plazma ve serumda da tanimlanmustir (44,45).

Lubricinin en iyi bilinen fiziksel 6zelligi, sinoviyal sivi, eklem kikirdaginin
yiizeysel bolgesi, meniskiis ve intrasinoviyal tendondaki varligi ile tutarli olan sinir
kayganlig1 saglama kabiliyetidir (41,46,47). Lubricin ayrica hiicresel biiylimeyi de
diizenler (10). In vitro olarak megakaryosit kolonilerinin biiyiimesini uyarir ve
hematopoetik endotelyal primitif hiicreleri {izerinde etkili olan yeni bir biiyiime faktorii

oldugu bildirilmistir (45,48).

PRG4, gercek vocal kordunun lamina propriasinda izlenmistir ve insanlarda da
bulundugu belirtilmistir. Ger¢ek vocal kordun lamina propriast boyunca, kan
damarlarinin ¢evresinde, vokal progesin elastik ucunda, bazi laringeal baglarda ve bazi
vokal kivrimlarin yiizeyinde (6zellikle kopeklerde) fibroz proteinlerle iliskili oldugu
gozlemlenmistir. Lubricinin kayganlastiric1 olarak etki ettigi, fonlama ile iliskili hasari
sinirlandirdigr ve vokal kord igindeki i¢ siirtlinmeyi (viskoziteyi) azaltarak vokal verimi

arttirdigr disiiniilmektedir (13).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma 01.04.2021 ile 01.05.2021 tarihleri arasinda Acibadem Mehmet Ali
Aydinlar  Universitesi Deney Hayvanlart Arastirma Merkezi  laboratuarinda
gergeklestirildi. Calisma esnasinda 5199 numarali “Hayvanlari Koruma Kanunu” ve
Tarim ve Koy isleri Bakanligi’nin deneysel ve diger bilimsel amaglar i¢in kullanilan
deney hayvanlarinin korunmasi, deney hayvanlarimin iiretim yerleri ile deney yapacak
olan laboratuarlarin kurulus, ¢alisma, denetleme, usul ve esaslarina dair yonetmeligine
ve Avrupa Konseyi’nin dnerdigi standartlara (European Convention for the Protection of
Vertebrate Animals Used for Experimental and Other Scientific Purposes) (ETS 123)
uyuldu.

Calisma &ncesinde proje Actbadem Mehmet Ali Aydinlar Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulunun onaymma sunuldu ve 04.11.2020 tarih ve ACU-
HADYEK 2020/50 sayili etik kurul onay1 alind1. Saglik Bilimleri Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan tipta uzmanlik projesi kapsaminda

12.02.2021 tarihli 2021/026 proje numarali karar ile ¢alisma desteklendi.

Sigara maruziyeti i¢in olusturulacak kabin diizenegi i¢in H. Zheng ve
arkadaglarmin ¢alismasinda olusturulan sistem baz alindi (Sekil 3.1) (49). Sigara
dumanina maruziyet icin bir tarafina fan ve sigara kutusu monte edilmis 30x40x50 cm
boyutlarinda bir fleksiglas kabini yapildi. Sigara kutusunun monte edildigi tarafta 5 adet
havalandirma deligi mevcuttu. Sigara kutusuna monte edilmis 5 voltluk fan giig
kaynagina baglandi ve ¢ikan duman kabin i¢ine buradan yonlendirildi. Duman ¢ikisini
saglamak amaciyla karsi duvarin 10 adet 2 cm capinda dairesel havalanma delikleri

olusturuldu (Sekil 3.2).
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inhalasyon odasi l

Gigkaynag

Duman gikigi delikleri

Sigara kutusu

Sekil 3.1: Sigara Dumanmi inhalasyon Kabini

Calisma 16 adet 200400 gram agirhginda tamami disi Wistar albino sican
tizerinde yapildi. Siganlar, sicakligi 22 + 2 °C’ de, nemi % 65-70 oraninda korunan ve
12 saat aydinlik, 12 saat karanlik donemlerine sahip bir ortamda tutuldu. Herhangi bir

diyet kisitlamas1 uygulanmadi, su ve besin a¢isindan ad libitum olarak beslendi.

Sicanlar, kontrol ve sigara dumanina maruz birakilan grup (deney grubu) olarak
iki gruba ayrildi. Her grupta 8 si¢can bulunuyordu. Kontrol grubuna herhangi bir

medikasyon ve maruziyet uygulanmadi.

Deney grubu 30 giin boyunca 6gleden once ve Ogleden sonra olmak iizere iki
farkli saat diliminde, birer saat boyunca kesintisiz sigara dumanina maruz birakildi. Bir
saat boyunca ortalama 10 dakikada bir yeniden sigara yakildi. Giinde yaklasik 12-14
adet sigara tliketildi.

Sigara dumanina maruziyet siiresi boyunca kabin igerisinde 8 adet sigan ayni
anda bulunduruldu. Calismada L&M Red® sigarast kullanildi. Bu sigara igerisinde

katran 10 mg, nikotin 0.7 mg ve karbonmonoksit 10 mg’dir.
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Sekil 3.2: Deney Hayvanlarinin Yer Aldig Sigara Dumam inhalasyon Kabini

Deney ve kontrol grubu sicanlari 30 giiniin sonunda yiiksek doz inhalasyon
anestezini takiben sakrifiye edildi. Tiim si¢anlarin larenksleri diseke edildi (Sekil 3.3).

Sekil 3.3: Deneklerin Sakrifiye Edilmesi Asamasi ve Larenks Materyali
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3.1. MORFOLOJIK VE IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME

Diseksiyon sonras1 histopatolojik incelemeler, Saglik Bilimleri Universitesi Fatih
Sultan Mehmet Saglik Uygulama ve Arastirma Merkezi Patoloji Boliimiinde yapildi.
Operasyon sonrasi her bir sigana ait larenks eksizyon materyali %10’luk tamponlu
formol soliisyonunu iceren ayr1 biopsi kaplaria alinarak kodlandi. Tamponlu formolde
24 saat tespit edilen spesmenler vertikal diizlemde iki par¢a halinde Orneklenerek
kasetlendi. Doku Takip Cihazi’na (Leica ASP 300S) yerlestirilen kasetler, doku takip
islemi sonrast1 Doku Gémme Cihazi (Shandon Histocentre 3) kullanilarak parafin blok
haline getirildi. Rotary mikrotom (Thermo) ile bloklarin herbirinden 4 mikron kesitler
halinde pozitif sarjli iki lam hazirlandi. Deparafinizasyon sonrasinda lamlarin biri
hematoksilen-eozin (Shandon Harris Hematoxylin-Eosin Y -UK) ile otomatik boyama
kapama cihazinda (Sakura Tissue Tek Film) boyanarak preparat haline getirildi. Digeri
ise immiinhistokimya boyama amacli otomatik immiinhistokimya cihazina (Leica Bond
Max) yerlestirildi. Immiinohistokimyasal boyama amagli Anti-Lubricin/proteoglycan 4,
clone 9G3 monoklonal antikor (Merck) 1/500 diliisyon kullanildi. Bu ¢aligmada, protein
diizeyinde kullanilan primer antikorlarin spesifik reaksiyonunu test etmek i¢in, sigan
kikirdak dokusundan olusan pozitif kontroller ve primer antikor olmadan negatif

kontroller yapildi.

Histopatolojik inceleme, patoloji uzmani tarafindan Olympus CX41 RF (Japan)
trinokiiler 151k mikroskopunda x40, x100, x200 ve x400 objektifde yapildi ve adapte
digital kamera ( Olympus EP50) ile mikrofotograflar ¢ekildi.

Immiinohistokimyasal degerlendirme ayb1 sekilde 151k mikroskobunda yapildi.

Lubricin/Proteogylican 4 boyama durumu pozitif veya negatif olarak tanimlandu.

Tiim Orneklerde ortak boyanma alanlar1 olarak gozlenen larenks duvarindaki
kondroid adaciklar, perikondrial igsi hiicreler, vokal ligament, subepitelyal fibroblastik
hiicreler, damar endoteli ve c¢izgili kas hiicrelerindeki niikleer/sitoplazmik kahverengi

kromogen yogunlugu ve yayginlig1 belirlenen kriterlere gore skorlandi.
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3.1.1. Histomorfolojik ve Immiinhistokimyasal Degerlendirme Kriterleri

A-Mukozal mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu. (MI)
Yok

Hafif derecede

Orta derecede

Agir (ileri) derecede

B-Mukozal nétrofil infiltrasyonu. (NI)
Yok

Hafif derecede

Orta derecede

Agir (ileri) derecede

C-Kord epitelinde skumdz metaplazi. (SM)
Yok

Fokal

Vokal kord epitelinin %25 inden azinda
Vokal kord epitelinin %25-50 sinde

Vokal kord epitelinin %50 sinden fazlasinda

D- Kord epitelinde hiperplazi (H)

Yok
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Fokal
Vokal kord epitelinin %25 inden azinda
Vokal kord epitelinin %25-50 sinde

Vokal kord epitelinin %50 sinden fazlasinda

E- Anti-Lubricin/Proteoglycan 4, clone 9G3 immiinohistokimyasal boyanma
a- Boyanma yayginlig1 (Percentage of immunopositive cells; Extent score ;ES)

0 Boyanma <5 %

1 Boyanma = 5-10 %

2 Boyanma=11-25%

3 Boyanma = 26-50 %

4 Boyanma > 50 %
b- Boyanma Yogunlugu (Intensity of staining; IS)

0 Boyanma yok (no detectable staining)

1 Zayif boyanma (weak staining)

\S]

Orta diizeyde boyanma (modorate staining)

W

Giiclii boyanma (strong staining)

N

Cok giiglii boyanma (very strong staining)
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3.2. ISTATISTIK

Hayvan sayisinin belirlenmesi; G*Power programi kullanilarak yapilan power
analizi sonucunda 30. Giin histopatolojik degisiklik parametresi i¢in etki buyiikligi
(effect size) 1.711157 ve SD:28.18 alindiginda Power:0.9 ve «:0.05 igin tespit edilen

orneklem sayis1t minimum n=8 olarak saptandi.

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler i¢cin IBM
SPSS 25 (IBM SPSS, Tirkiye) programi kullanildi. Arastirma gruplart arasinda
histopatolojik, enflamatuar ve immiinohistokimyasal degisiklikler arasindaki istatistiksel
anlaml iliskilerin tespiti ¢er¢evesinde spearman korelasyon testi kullanildi. Anlamlilik

p<0.05 diizeyinde degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calisma 16 sigcan ile yapilmis olup, 8’er siganin yer aldigi iki grup altinda
incelenmistir. Calismada sigaraya dumanina maruz birakilan grup “Deney grubu”, sigara

dumanina maruz birakilmayan grup “Kontrol grubu” olarak adlandirilmistir.

Calismamizda ¢evresel sigara dumanina maruz birakilan deney grubu siganlarda,
dumana maruz kaldiklar1 siire igerisinde kabin igerisinde uyku halinde olduklarini
gozlemlendi. Kontrol grubu si¢anlarda ise bdyle bir durum goézlemlenmedi. Deney
sirasinda si¢an sayisinda herhangi bir kayip goriilmedi. Her iki grup deney ve kontrol

siganlarinda yem ve su tiikketimi agisindan bir fark goriilmedi.

Deney ve kontrol gruplart siganlarinin glottis bdolgesi genel olarak
degerlendirildiginde histopatolojik olarak ventral kisim lamina propriasi gevsek bag
dokuya sahip yalanci ¢ok katli silyali epitel 6zelliginde izlendi. Vokal kordlarin serbest
kenar1 lamina propriasi daha yogun karakterde bag dokusu karakterinde yalanci ¢ok katl
silyasiz kolumnar epitel yapisi gosteriyordu. Vokal kordun aritenoid kikirdaga yakin orta

kismi ve glottisin dorsum bdlgesi ¢ok katli yassi epitel yapisinda izlendi (Sekil 4.1).

Kontrol grubu sigcanlarinin larenks epitelinde mukozal mononiikleer iltihabi
hiicre infiltrasyonu agirlikli olarak hafif oranda gozlendi (Sekil 4.1). Deney grubu
sicanlarinda mukozal mononiikleer iltihabi infiltrasyonu orta- agir yogunlukta gézlendi
(Sekil 4.2). Bu farkliligin istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05) belirlendi (Tablo
4.1).
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Sekil 4.1: Kontrol grubu; kiiciik biiyiitmede subepitelyal alanda hafif derecede kronik iltihabi
infiltrasyon (ok) H&Ex40

Sekil 4.2: Sigara grubu, mukozada agir mononiikleer iltihabi infiltrasyon. H&Ex100
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Konrol grubu ve deney grubu larenks epiteli mukozal nétrofil infiltrasyonlari
karsilastiginda deney grubunun bir deneginin agir oranda infiltrasyon gostermesi (Sekil
4.3) disinda her iki grubun hafif oranda bulgulara sahip oldugu degerlendirildi.
Istatistiksel olarak anlamliklik gériilmedi (Tablo 4.1).

Sekil 4.3: Sigara grubu, mukozada agir nétrofil infiltrasyonu.(ok) H&Ex100

Kord epitelindeki skuamoz metaplazi degerlendirildiginde kontrol grubunda
metaplazinin fokal oldugu ve hi¢ olmadig gorildii (Sekil 4.4). Deney grubunda
metaplazinin orta- yaygin yogunlukta izlendigi belirlendi (Sekil 4.5). Iki grup
karsilatirildiginda deney grubunda metaplazinin istatistiksel olarak fazla oldugu (p<0,05)
degerlendirildi (Tablo 4.1).
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Sekil 4.4: Kontrol grubu; Yiizey epitelinde skuamoéz metaplazi alam (ok) H&Ex200

Sekil 4.5: Sigara grubu; kiiciik bilyiitmede yiizey epitelinde yaygin skuamoz metaplazi (ok) H&Ex40
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Konrol grubu ve deney grubu vokal kord epitelindeki hiperplazi karsilastiginda
her iki grupta da agirlikli olarak fokal hiperplazi oldugu degerlendirildi (Sekil 4.6, Sekil
4.7). Istatistiksel olarak anlamliklik gériilmedi (Tablo 4.1).

Sekil 4.6: Kontrol grubu; Mukozal yiizey epitelinde hiperplazi ve skuaméz metaplazi alam (OK)
H&Ex100

27



Sekil 4.7: Sigara grubu, yiizey epitelinde hiperplazi. (0k) H&Ex100

Immiinohistokimyasal olarak her iki grupta da en yaygin ve en yogun boyanma
perikondial igsi hiicrelerde tespit edildi. Gittikce azalan sirasi ile boyanma vokal
ligament, subepitelyal fibroblastik hiicreler, kondrositler, damar endoteli ve ¢izgili kas

hiicrelerinde de izlendi. Ayrica mukozal mast hiicrelerinde boyanma gozlendi (Sekil 4.8,
Sekil 4.9).
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Sekil 4.8: Kontrol grubu; Lubricin/Proteoglycan 4 ile kondroid adacikda (c) periferal
kondrositlerde ve igsi hiicrelerde gozlenen kuvvetli boyama . Immunostaining x 200

Sekil 4.9: Kontrol grubu; Lubricin/Proteoglycan 4 ile subepitelyal fibroblastlarda (SE) cizgili kas
dokusunda M) gozlenen orta diizeyde boyama . Immunostaining x 200
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Kontrol ve deney gruplart igin anti-Lubricin/Proteoglycan 4, clone 9G3
immiinohistokimyasal boyanma yayginligi karsilastirildiginda her iki grubun orta
derecede sonug verdigi izlendi. Bu bulgulara gére boyanma yayginligi agisindan

istatistiksel anlamda farklilik gézlenmedi (Tablo 4.1).

Anti-Lubricin/Proteoglycan 4, clone 9G3 immiinohistokimyasal boyanma
yogunlugu degerlendirildiginde kontrol grubunda gii¢lii boyanma (Sekil 4.10), deney
grubunda hafif-orta diizeyde boyanma (Sekil 4.11, Sekil 4.12) izlenmistir. Gruplar
arasindaki boyanma yogunlugu farki istatistiksel olarak anlamli (p<0,05) bulunmustur

(Tablo 4.1).

Sekil 4.10: Kontrol grubu; Lubricin/Proteoglycan 4 ile kondroid adacik (c) periferinde, subepitelyal
bag dokusunda (SE) ve damar endotellerinde (ok) gozlenen kuvvetli boyama. Immuneostaining x 100

30



Sekil 4.11: Sigara grubu; Lubricin/Proteoglycan 4 ile kondroid dokuda (c) kondrositlerde orta
yogunlukta boyanma (ince ok) perikondrial igsi hiicrelerde (kalin ok) hafif boyanma.
Immunostainingx100

Sekil 4.12: Sigara grubu; Lubricin/Proteoglycan 4 ile mukozal fibroblastlar ve ligamentte (ok) hafif
boyanma. Immunostainingx100
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Tablo 4.2°de arastirmanin deney grubunun anti-Lubricin/Proteoglycan 4, clone
9G3 immiinohistokimyasal boyanma yogunlugu ile histopatolojik degisikliklerin
karsilastirilmasi amaciyla olusturulan ¢apraz tablo bulgular1 yer almaktadir. Elde edilen
bulgular incelendiginde degiskenler kapsaminda belirli boyutlarda kiimelenmelere
rastlanilmigtir.  Bulgular incelendiginde deney grubunda boyanma yogunlugu
bakimindan hafif- orta diizeyde boyama gosteren deneklerin kord epitelinde skumdz
metaplazi ve hiperplazi izlenmis olup, aymi sekilde bu deneklerde giiclii boyanma
yogunlugu izlenenlerde agirlikli olarak mukozal nétrofil infiltrasyonu gostermedigi

rastlantisal olarak anlaml1 tespit edilmistir.
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Tablo 4.1: Arastirma Gruplarinin Enflamatuvar ve Immiinohistokimyasal Degisikliklerin Dagilimlar:

Deney Grubu (N = 8)

Kontrol Grubu (N = 8)

N % N % P

Mukozal mononiikleer Yok 0 0 0 0 0,037
iltihabi hiicre Hafif derecede 3 38 7 87,5
infiltrasyonu (MI) Orta derecede 4 50 1 12,5

Agir derecede 1 12 0 0
Mukozal Notrofil Yok 5 62,5 7 87,5 0,252
infiltrasyonu (NT) Hafif derecede 2 25 1 12,5

Orta derecede 0 0 0 0

Agir derecede 1 12,5 0 0
Kord epitelinde Yok 0 0 3 37,5 0,004
skumoz metaplazi Fokal 2 25 4 50
(SM) Vokal kord epitelinin %25'inden az 4 50 1 12,5

Vokal kord epitelinin %25 - %50'sinde 1 12,5 0 0

Vokal kord epitelinin 50'sinden fazla 1 12,5 0 0
Kord epitelinde Yok 0 0 2 25 0,448
hiperplazi (H) Fokal 5 75 5 62,5

Vokal kord epitelinin %25'inden az 2 25 1 12,5

Vokal kord epitelinin %25 - %50'sinde 0 0 0 0

Vokal kord epitelinin 50'sinden fazla 0 0 0 0
Lubricin Boyanma < %5 0 0 0 0 0,619
yayginligi (ES) %S5 - %10 0 0 0 0

%11 - %25 6 75 5 62,5

%26 - %50 2 25 3 37,5

< %51 0 0 0 0
Lubricin Boyanma Boyama yok 0 0 0 0 0,049
Yogunlugu (IS) Zayif boyama 2 25 0 0

Orta diizeyde boyama 5 62,5 4 50

Giiglii boyama 1 12,5 3 37,5

Cok giiclii boyama 0 0 1 12,5

p<0, 05
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Tablo 4.2: Deney Grubunun Boyanma Yogunlugu ve Histopatolojik Enflamatuvar Degisikliklerin Dagilimlari

Mukozal mononiikleer iltihabi hiicre infiltrasyonu (MI)

Yok Hafif derecede Orta derecede Agir derecede
Boyanma Boyama yok 0 0 0 0
Yogunlugu (IS)  Zayif boyama 0 1 1 0
Orta diizeyde
boyama 0 1 3 1
Giiglii boyama 0 1 0 0
Cok gii¢lii boyama 0 0 0 0
Mukozal Nétrofil infiltrasyonu (NI)
Yok Hafif derecede Orta derecede Agir derecede
Boyanma Boyama yok 0 0 0 0
Yogunlugu (IS)  Zayif boyama 0 2 0 0
Orta diizeyde
boyama 4 0 1 0
Giiglii boyama 1 0 0 0
Cok gii¢lii boyama 0 0 0 0
Kord epitelinde skumdz metaplazi (SM)
Vokal kord epitelinin Vokal kord epitelinin %25 - Vokal kord epitelinin 50'sinden
Yok Fokal %25'inden az %50'sinde fazla
Boyanma Boyama yok 0 0 0 0 0
Yogunlugu (IS)  Zayif boyama 0 1 1 0 0
Orta diizeyde
boyama 0 1 3 0 1
Giiclii boyama 0 0 1 0
Cok gii¢lii boyama 0 0 0 0 0
Kord epitelinde hiperplazi (H)
Vokal kord epitelinin Vokal kord epitelinin %25 - Vokal kord epitelinin 50'sinden
Yok Fokal %?25'inden az %50'sinde fazla
Boyanma Boyama yok 0 0 0 0 0
Yogunlugu (IS)  Zayif boyama 0 0 2 0 0
Orta diizeyde
boyama 0 1 3 1 0
Giiclii boyama 0 0 0 1 0
Cok gii¢lii boyama 0 0 0 0 0
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5. TARTISMA

Deneysel ¢alismamizda siganlar1 30 giin boyunca gilinde 2 saat boyunca sigara
dumanina maruz biraktik. Bu maruziyet sonucunda elde edilen bulgulara gére anlamh
derecede mukozal mononiikleer hiicre infiltrasyonu ve epitelyal skuamdz metaplazi
belirledik. Sicanlarda notrofil infiltrasyonu ve epitelyal hiperplazi de artmis izlense de

bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Calismamizda hayvanlarda gozlenen inflamatuar lezyonlar ve anatomik patolojik
inceleme insanlarda bulunanlarla uyumludur. Ayrica, giinlik sigara dumani
maruziyetine ragmen, deney sirasinda hayvan kaybmin olmamasi ve herhangi bir
komorbidite gelismemesi hayvanlarin bagisiklik sistemi ile yakindan iligkili oldugunu
gostermektedir. Literatiirde tanmimlandigi gibi insanlarla ilgili olarak, sigaraya
maruziyetin direct olarak sigaraya bagli hastaliklar gelistirmedigini ve bu tiir
hastaliklarin gelisiminin sigara dumanina maruz kalan hayvanlar ve insanlarla iliskili

komorbiditelere bagli olacagini géstermektedir (50,51).

Cevresel sigara dumanina maruziyet, diinya ¢apinda aliskanlik ve davraniglarda
degisiklik yapilmasin1 ve 6zellikle kapali mekanlarda sigara icmeyi kisitlayan yasalari
gerektiren bir halk sagligi sorunudur. Pasif icicilik, bir bagkasi tarafindan iiretilen
dumana maruz kalmak anlamina gelir. Sigaralar iki tiir duman iiretir. Bunlar sigaranin
yanmasiyla ucunda meydana gelen ve yan akim dumani olarak adlandirilan ve sigara

icen kisinin cigerlerinden gelen olarak siniflanabilir (6).

Yan akim dumani, yavas yanma siireci nedeniyle daha fazla toksik madde igerir
ve solunum mukozasinin savunma mekanizmalarinin ortadan kaldirmasi daha zor olan
daha kii¢lik partikiiller iiretir (52). Yanan tiitiiniin dumanina maruz kalinmasi ve bunun
sonucunda 44" kanitlanmis kanserojen olan 4722'den fazla {irliniin salinmasi yoluyla
gergeklesir. Ayrica, bagka bir aragtirmada sigaranin yanmasi ile yaklagik 5000 maddenin

aciga ciktigini ve bunlarin 98'i kanserojen olarak kabul etmektedir (53).
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Sigara, gliniimiizde insanlara hem fiziksel hem de psikolojik bagimliliklara yol
acan en zararli ajanlardan biridir. Sigara aligkanliginin sona erdirilmesi, nikotine olan
hem fiziksel hem de psikolojik bagimliliklarin ortadan kaldirilmasina yonelik tedavileri
gerektirir. Sigara igerigindeki maddeler oldukca kanserojen olmakla birlikte akciger,
agiz, girtlak, yemek borusu, mide, prostat, mesane ve kolon kanserlerinin yiiksek
insidansindan sorumludur (54). Cevresel sigara dumani maruziyetiyle iist solunum
sistemi etkilenmesi, orta kulak problemleri, alt solunum sistemi problemleri ve akciger
kapasitesinde azalma goriilmektedir (7). Yine aym sekilde kardiyovaskiiler sistemi de

etkilemektedir (6).

Kadavra caligmalari, sigara i¢gmenin insan larenksi iizerinde zararli etkileri
oldugunu gostermistir (55,56). Sigara icen kadavralarin larenksleri iizerinde yapilan bir
histolojik c¢alismada gergek vokal kordun sigaradan etkilenen ana bolge oldugu
sonucuna varmistir. Sigara icen ve igmeyenlerin larenkslerin karsilastirilmasi, histolojik
degisikliklerin (hiicre atipik c¢ekirdekleri, karsinoma in situ ve erken invaziv karsinom
dahil) sigara igenlerde daha yaygin oldugunu ve 6liimden Once giin igerisinde igilen

sigara sayisiyla orantili olarak arttigin1 gosterilmistir (56).

Yapilan baska bir ¢alismada sigara i¢gmenin insan girtlaginda prekanserdz
lezyonlara neden oldugu sonucuna varilmistir (55). Vokal kordun iist ventrikiiler
yiizeyinde yer alan l6koplastik ve eritroplastik lezyonlarin sigara icenlerde atipi igerme
olasiligmin yiiksek oldugu gosterilmistir (57). Supraglottik bolgedeki metaplazinin
yaslanma ve tiitiin ve alkol tiiketimi ile arttig1 da belirtilmistir (58). Larenkste skuamdz
epitelden solunum epiteline gecis bdlgesinin 6zellikle ksenobiyotiklerin inhalasyonu ile
dejenerasyon, skuamdz metaplazi veya hiperplazi gibi hiicresel degisikliklerin

gelismesine duyarli oldugu belirlenmistir (59,60).

Larenksi inceleyen arastirmacilar arasinda ¢ok tartigilan bir diger husus, glottisin
lokalizasyonuna gore ¢esitli epitel tipleri oldugundan, epitelinin dagilimidir. Vokal
kordun bulundugu larenksin enine kesitlerinde, kordun orta kisminda ve larenksin dorsal
kisminda ¢ok katli yassi epitel, dorsumda ve vokal kordun serbest ucunda yalanci ¢ok

katl1 kolumnar epitel, vokal kord ve larenksin ventral kisminda kolumnar psddostratifiye
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siliat epitel olmak tlizere {i¢ farkli tipte epitel gozlendi (39). Calismamizda da benzer

histolojik 6zelliklere sahip larenks epitel dagilimi izlendi.

Hayvan deneylerinde kullanilmak iizere sigara dumani ortamlarini simiile etmek
ve mukoza iizerindeki etkilerin ¢alisilmasini kolaylagtirmak i¢in literatiirde tarif edilen
birka¢ teknik vardir. Bu tiir deneyler, sigaralarin bir emme pompasina bagli oldugu
"sigara icme makinelerinin" kullanimini igeren veya bir fan araciligiyla sigara
dumaninin deney ortamia iletildigi sistemlerle olusturulmustur (49,61,62). Bizim
calismamizda da siganlarda sigara dumanina maruziyet onceki caligmalarda kullanilan

benzer model kullanilarak dumanin pasif olarak dagildig kapali bir ortam olusturuldu.

Sigaraya maruziyetin hayvanlar {izerine etkileri insanlara benzerlik
gostermektedir. Dogumdan sonra ve yasamin erken donemlerinde siirekli olarak sigara
dumanina maruz kalan fareleri iceren calismada akcigerlerde, karacigerde ve iiriner

sistemde timor olusumu bildirmislerdir (61).

Cevresel sigara dumanina maruz kalan sicanlarin vokal kordlarinin incelendigi
bir ¢alismada epitel tabakasmnin kalinlastigini ve diizensizlestigini bulunmus ayrica,
dezmozomlarin kaybi nedeniyle hiicreler arasi bosluklarin daha genis oldugunu da
belirtmislerdir (63). Benzer bir ¢alismada sigara dumanina maruz birakilarak biiyiitiilen
siganlarin larenkslerinde inflamatuar lezyonlar saptanmig, ancak kanserli lezyonlar tespit
edilmemistir (64). Maruziyetin infraglottik larenksteki ve glottik bolgede lokalize
inflamatuar yanit olusturuldugu gosterilmistir (65). Ayni sekilde, baska bir calisma uzun
stireli sigara dumanina maruziyetin dstaki tiipiinii ve orta kulak mukozasini dogrudan
etkiledigini gostermistir (66). Bizim verilermize gore de sigara dumanina maruz

birakilan mukozada mononiikleer hiicre infitrasyonu anlamli derecede artmaistir.

Larenksteki histolojik degisikliklerin ciddiyetinin igilen sigara sayisiyla iliskili
oldugu gosterildiginden, vokal kord dokusundaki degisiklikleri ortaya ¢ikarmak igin
maruz kalma siiresi veya sikligi onemlidir (67). Epitel kalinhiginda bir artis veya
hiperplazi, larenksin sigara dumanina maruz kalan epitelinde meydana gelen patolojik

degisikliktir (68,69). Bunun disinda maruziyetle olusan yalanci ¢ok kathi epitelin
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skuam6z metaplazisi ve epiglot tabaninda kadar ulasan yaygin skuamdéz hiperplazi
bildirilmistir (9). Bu lezyonlar larenks ve vokal kordun malign epiteli i¢in bir oncii

olabilir (70).

Yapilan bir calismada 25, 50 ve 75 giinliik maruziyetten sonra vokal kord
epitelinde hiperplazi tespit edildi. 50 ve 75. giinlerde vokal kordlarin orta kisminda
skuam6z metaplazi tespit edilmistir (68). Elektron mikroskobu kullanarak yapilan bagka
bir calismada vokal kordlarin epitel tabakasinin hiicrelerini ¢evreleyen derin oluklar
izlendi ve sigara dumanina 3-4 hafta maruz kaldiktan sonra larinks ve trakeada skuaméz
metaplazi belirlenmistir (71). Diger bir ¢alismada alti hafta sigara dumanina maruz
kaldiktan siganlarin larenkslerinde skuamoz metaplazi bulunmustur (72). Sicanlarin 14
hafta boyunca haftada iic kez giinde 6 saat sigara dumanina maruz birakildig1 bir
arastirmada solunum epitelinde neden oldugu tahribat deneysel olarak gdsterilmis ve
onemli skuamdz metaplazi alanlarini izlenmistir (73). Calismamizda 30 giin boyunca
glinde iki saat sigara dumanina maruz birakilan siganlarda anlamli sekilde skuamdoz
metaplazi izlenmistir. Bunun disinda mukozal iltihabi hiicre infltrasyonu, nétrofil

infiltrasyonu ve epitelyal hiperplazi izlenmistir.

Cevresel sigara dumaninin deney hayvanlar {izerindeki etkileri ¢esitli hayvan
modellerinde gelistirilmistir. Cogu ¢alismada sigara i¢enlerin hava yollar1 i¢in bahsettigi
histopatolojik belirtiler hiperplazi ve hipertrofidir. Bu degisiklikler, kronik maruziyete
maruz kaldiginda hava yolunun adaptif bir yanit1 olarak yorumlanabilir. Bu nedenle,
daha kalin bir mukus tabakasinin varligi, tahris edici ajanlarin solunum epiteline
gecigine karsi koruma saglayacaktir (74). Larinks, sigara dumanima maruz kaldiktan

sonra histopatolojik degisikliklere en duyarli organlardan biri olarak kabul edilir (9).

PRG 4 geninin bir iriinii olan lubricin, sinoviyositler ve yiizeysel bolge
kondrositleri tarafindan iretilir (10). Lubricin, eklem kikirdagi igin kritik bir eklem
kayganlastirict olarak islev goren ve normalde sinovyal sividan izole edilen bir
glikoproteindir (11). Yapilan calismalarda lubricin maddesinin immiinohistokimyasal

olarak tendon, meniskiis, bag, kas, deri ve intervertebral diskte oldugu belirlenmistir
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(12). Bu molekiil kikirdak aginmasini ve sinovyal hiicre yapismasini ve proliferasyonunu

onlemede 6nemli bir koruyucu role sahip oldugu kabul edilmektedir (10).

Kamptodaktili-artropati-coxa vara-perikarditi olan hastalarda PRG4'lin eksprese
edilemedigi ve buna bagli erken baslangicli poliartropati gelistigi gozlemlenmistir
(75,76). Bunun yaninda ¢alismalar, osteoartritli hastalarda sinoviyal sivinin kayganlikta
yetersiz oldugu ve bu eklem kayganliginin eksojen rekombinant lubricin ilavesiyle geri
yiiklenebilecegini ortaya koymustur (77). Lubricin takviyesi, klinik uygulamasi i¢in
yapilan arastirmalarla birlikte insanlarda yeni bir osteoartrit tedavisi olarak onerilmistir

(78).

Lubricinin okiiler yiizey epitel hiicreleri tarafindan transkribe edildigi,
translasyon ve eksprese edildigi gosterilmistir. Ayrica lubricin eksikliginin kornea
hasarimi artirdigini ve kayganlastirma varliginin kornea ile konjonktiva arasindaki
sirtinmeyi Onemli Olglide azalttigin1 gosterilmistir. Bu sonuglar, lubricinin okiiler
yiizeydeki kayma gerilimini azaltmak i¢in dogal bir kayganlagtirici olarak islev
gordiigiinii gostermektedir (79).

Lubricinin anti inflamatuar ve sepsisin olas1 biyobelirteci olarak bakilan
calismalarda belirgin bir sepsis biyobelirteci olan IL-6'nin protein seviyelerini ve gen

ekspresyonunu etkili bir sekilde azalttigi gozlemlenmistir (80).

PRG 4, incelenen alti memelinin ger¢cek vocal kordunun lamina propriasinda
izlenmistir ve insanlarda da mevcut oldugu ifade edilmistir. Gergek vocal kordun lamina
propriast boyunca, kan damarlarinin ¢evresinde, vokal progesin elastik ucunda, bazi
laringeal baglarda ve bazi vokal kivrimlarin yiizeyinde (6zellikle kopeklerde) fibroz
proteinlerle iliskili oldugu gozlemlenmistir. Lubricinin kayganlastirict olarak etki ettigi,
fonlama ile iliskili hasar1 simirlandirdigi ve vokal kord igindeki i¢ siirtiinmeyi

(viskoziteyi) azaltarak vokal verimi arttirdigi diistiniilmektedir (13).

Calismamizda lubricin  maddesinin larenkste literature uygun sekilde
immiinohistokimyasal olarak boyandigini tespit ettik. Deneysel ¢alismada her iki grupta

da perikondriyal igsi hiicrelerde en yaygin ve en yogun boyanma oldugunu belirledik.
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Bunu disinda vokal ligament, subepitelyal fibroblastik hiicreler, kondrositler, damar

endoteli ve ¢izgili kas hiicrelerinde de boyanma gordiik.

Literatiirde heniiz benzeri olmayan bu calismada sigaraya maruziyetin vokal kord

ve larenksteki lubricin maddesini nasil etkiledigini belirlemeye calistik.

Deney ve kontrol grubundaki boyanma yayginligt ve yogunlugunu
karsilastirmak amaciyla belirledigimiz kriterlere gore, sigaraya maruz kalan deney
grubunda lubricinin boyanma yayginliginin anlamli olarak degismedigini gordiik. Ancak

maruziyetin lubricin ile boyanma yogunlugunu azalttigini1 gézlemledik.

Deney grubu igerisinde artmis epitelyal skuam6z metaplazi gézlenen deneklerde
ayni zamanda lubricin boyanma yogunlugunun rastlantisal olarak azalmis oldugunu
belirledik. Bu sonu¢ bize vokal kordlarda kayganlik ve koruyucu rol iistlendigini
diisiindiigiimiiz lubricin maddesinin yogunlugunun prekanserdz lezyonlar1 engellemek
acisindan Snemli olabilecegini diisiindiirmektedir. ileriki donemde prekanserdz

lezyonlar1 engellemek i¢in lubricin takviyesinin kullanilabilecegini ngérmekteyiz.
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6. SONUC

Calismamizda vokal kord epitelinde mukozal mononiikleer hiicre infiltrasyonu,
notrofil infiltrasyonu, hiperplazi ve skuam6z metaplazi goriilme durumu histopatolojik
olarak, lubricinin boyanma yayginligi ve yogunlugu immiinohistokimyasal olarak
arastirlldi. Elde edilen bulgular g¢ercevesinde mukozal mononiikleer iltihabi hiicre
infiltrasyonu (p<0,05), kord epitelindeki skumoz metaplazi (p<0,05) ve lubricin
maddesinin boyanma yogunlugu (p<0,05) deney grubu ile kontrol grubu arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iligki tespit edilmistir.

Vokal kord tizerinde sigara dumanu ile azalan boyanma yogunluguna bagl olarak
lubricin/proteoglikan -4 diizeyleri, ileri asamalardaki calismalarda bu biyokimyasal
yapiin diizeyini arttirmanin vokal kordun benign, premalign lezyonlarini ve maligniteyi

azaltic1 yonde uygulamalarin olabilecegi 6ngdérmekteyiz.
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